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Résumé 
L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) permet de maintenir 
l'homéostasie de l'organisme face à divers stress. Qu'ils soient de nature psychologique, 
physique ou inflammatoire/infectieux, les stress provoquent la synthèse et la libération 
de CRH par l'hypothalamus. Les cellules corticotropes hypophysaires perçoivent ce 
signal et en réaction, produisent et sécrètent l'ACTH. Ceci induit la synthèse des 
glucocorticoïdes (Gc) par le cortex surrénalien; ces stéroïdes mettent le système 
métabolique en état d’alerte pour la réponse au stress et à l’agression. Les Gc ont le rôle 
essentiel de contrôler les défenses de l'organisme, en plus d'exercer une rétro-inhibition 
sur l'axe HPA. 
 
L'ACTH est une petite hormone peptidique produite par le clivage d'un 
précurseur: la pro-opiomélanocortine (POMC). À cause de sa position critique dans la 
normalisation de l'homéostasie, le contrôle transcriptionnel du gène Pomc a fait l'objet 
d'études approfondies au cours des dernières décennies. Nous savons maintenant que la 
région promotrice du gène Pomc permet une expression ciblée dans les cellules POMC 
hypophysaires. L'étude du locus Pomc par des technologies génomiques m'a permis de 
découvrir un nouvel élément de régulation qui est conservé à travers l'évolution des 
mammifères. La caractérisation de cet enhancer a démontré qu'il dirige une expression 
restreinte à l'hypophyse, et plus particulièrement dans les cellules corticotropes. De 
façon intéressante, l'activité de cet élément dépend d'un nouveau site de liaison recrutant 
un homodimère du facteur de transcription Tpit, dont l'expression est également limitée 
aux cellules POMC de l'hypophyse. La découverte de cet enhancer ajoute une toute 
nouvelle dimension à la régulation de l'expression de POMC.   
 
Les cytokines pro-inflammatoires IL6/LIF et les Gc sont connus pour leur 
antagonisme sur la réaction inflammatoire et sur le promoteur Pomc via l'action des 
facteurs de transcription Stat3 et GR respectivement. L'analyse génomique des sites liés 
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par ces deux facteurs nous a révélé une interrelation complexe et a permis de définir un 
code transcriptionnel entre ces voies de signalisation. En plus de leur action par 
interaction directe avec l’ADN au niveau des séquences régulatrices, ces facteurs 
interagissent directement entre eux avec des résultats transcriptionnels différents. Ainsi, 
le recrutement de GR par contact protéine:protéine (tethering) sur Stat3 étant lié à 
l'ADN provoque un antagonisme transcriptionnel. Inversement, le tethering de Stat3 sur 
GR supporte une action synergique, tout comme leur co-recrutement à l'ADN sur des 
sites contigus ou composites. Lors d'une activation soutenue, ce synergisme entre les 
voies IL6/LIF et Gc induit une réponse innée de défense cellulaire. Ainsi lors d'un stress 
majeur, ce mécanisme de défense est mis en branle dans toutes les cellules et tissus. 
 
En somme, les travaux présentés dans cette thèse définissent les mécanismes 
transcriptionnels engagés dans le combat de l'organisme contre les stress. Plus 
particulièrement, ces mécanismes ont été décrits au niveau de la réponse globale des 
corticotropes et du gène Pomc. Il est essentiel pour l'organisme d'induire adéquatement 
ces mécanismes afin de faire face aux stress et d'éviter des dérèglements comme les 
maladies inflammatoires et métaboliques. 
 
 
Mots-clés : POMC, Stat3, GR, tethering, ChIP-seq, microarray, hypophyse, défense, 
cytokine, glucocorticoïde 
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Abstract 
 The hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis regulates homeostasis in various 
conditions of stress contributing to both the stress response and its termination. 
Psychological, physical or inflammatory/infectious stresses all prompt the synthesis and 
secretion of hypothalamic CRH. The pituitary corticotrope cells receive this signal and 
in turn, secrete ACTH which triggers the synthesis of glucocorticoids (Gc) by the 
adrenal cortex; these steroids induce a general state of alertness in order to fight or flight 
aggressions and stresses. Glucocorticoids have the critical role to restrict the stress 
response by exerting a negative feedback on the HPA axis. 
 
 ACTH is a small peptidic hormone produced after cleavage of a precursor 
protein: pro-opiomelanocortin (POMC). Due to its critical role in homeostasis, 
transcriptional control of the Pomc gene has been intensely studied during the last 
decades. Previous investigations identified a promoter region that is sufficient for 
expression of Pomc in the appropriate pituitary cells. Genome-wide studies of the Pomc 
locus led me to discover a novel regulatory element that is conserved throughout 
mammalian evolution. The activity of this enhancer is restricted to the pituitary, and 
more precisely to the corticotrope lineage. Interestingly, its activity depends on a novel 
transcription factor binding motif that binds homodimers of Tpit, a transcription factor 
that is only found in pituitary POMC cells. The discovery of this enhancer adds a new 
dimension in the control of pituitary Pomc expression. 
 
 The IL6/LIF pro-inflammatory cytokines and the glucocorticoids are well known 
for their antagonism in control of the inflammatory response; at the Pomc promoter, 
their action is mediated by the transcription factors Stat3 and GR, respectively. The 
analysis of genomic sites bound by these two factors revealed a complex relationship 
and led us to define a transcription regulatory code linking these signalling pathways. In 
addition to their direct DNA interaction with cognate regulatory sequences, these factors 
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interact with each other with different outcomes. Thus, the recruitment of GR on DNA-
bound Stat3 through protein:protein contacts (tethering) results in transcriptional 
antagonism. Conversely, Stat3 tethering to GR produces synergism; this is also the case 
when the two factors are co-recruited to DNA on contiguous or composite binding sites. 
Prolonged activation of the IL6/LIF and Gc pathways elicits a synergistic innate cell 
defense response in all cells and tissues.         
 
 In summary, this doctoral work has defined transcriptional mechanisms that 
mediate and control the stress response. In particular, pituitary components of the stress 
response were defined at the level of the Pomc gene and as a global response of 
corticotrope cells. This response is critical for appropriate organism defense during 
stresses such as those produced in inflammatory and metabolic diseases. 
 
 
Keywords : POMC, Stat3, GR, tethering, ChIP-seq, microarray, pituitary, defense, 
cytokine, glucocorticoid 
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mRNA  "messenger RNA" (ARN messager) 
Mt  methallothionein 
 
N 
NBRE  "NGFI-B Response Element" (élément de réponse à NGFI-B) 
NF-κB  "nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells" 
nGRE  "negative GR Response Element" (élément de réponse négative à GR) 
NLS  "nuclear localisation signal" (signal de localisation nucléaire) 
nPE1/2 "neuronal POMC enhancer 1 or 2" (enhancer hypothalamique de POMC) 
NPV  noyau paraventriculaire 
NR  "nuclear receptor" (récepteur nucléaire) 
NSC  noyau suprachiasmique 
NurRE  "Nur Response Element" (élément de réponse aux facteurs Nur) 
 
O 
OT  ocytocine 
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P 
pb ou bp paire de base 
PC  pro-protéine convertase 
PCR  "polymerase chain reaction" 
PI3K  "phosphoinositide 3-kinase" 
Pitx  "pituitary homeobox" 
PolII  ARN polymérase II 
POMC  pro-opiomélanocortine 
PRL  "prolactin" (prolactine) 
Prop1  "prophet of Pit-1" 
 
R 
RT  "reverse transcriptase"  
 
S 
SF1  "steroidogenic factor 1" 
SGRE  "Stat3-GR response element" 
Shh  "Sonic hedgehog" 
siRNA  "small interfering RNA"  
SNC  système nerveux central 
Socs  "suppressor of cytokine signalling" 
SRC  "steroid receptor coactivator" 
STAT  "signal transducer and activator of transcription" 
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T 
TAD  "transactivation domain" (domaine de transactivation) 
TBP  "TATA-binding protein" 
Tbx  "Tbox factor" (facteur à boîte T) 
TFBS  "transcription factor binding site" (site de liaison de facteur de  
  transcription) 
TLR  "Toll-like receptor" 
TNFα  "Tumor necrosis factor alpha" 
Tpit  "pituitary T-box" (aussi connu comme Tbx19) 
Tpit/PitxRE "Tpit/Pitx Response Element" (élément de réponse à Tpit/Pitx) 
TpitREpal "palindromic Tbox response element" (élément palindromique de  
  réponse à Tpit) 
TR  récepteur de l'hormone thyroïdienne 
TRH  "thyrotropin releasing hormone" 
TSH  "thyroid-stimulating hormone" (thyrotropine) 
TSS  "transcription start site" (site d'initiation de la transcription) 
 
U 
UTR  "untranslated region" (région non-traduite) 
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Chapitre 1: Introduction 
 Le fonctionnement des organismes unicellulaires comme les bactéries ou les levures 
est complexe et compte plusieurs mécanismes leur permettant de se nourrir, se reproduire, 
mais également de s'adapter à leur environnement. Au fil de l'évolution, des organismes 
pluricellulaires se sont formés et des cellules ont acquise des fonctions plus spécialisées. Ce 
regroupement et cette spécialisation apporte un défi d'autant plus grand aux organismes 
plus complexes dont nous faisons partie: l'intégration de toutes ces fonctions pour créer un 
tout cohérent. Tout bon leader vous dira que la clé de voûte pour y parvenir c'est la 
communication! La nature, ayant compris cela bien avant nous, a créé deux moyens de 
communication qui sont essentiels à notre fonctionnement et notre survie. Le premier est le 
système nerveux, qui nous permet de réfléchir mais surtout de régler finement les fonctions 
de l'organisme, tel que les battements cardiaques, la respiration, les mouvements 
musculaires, etc. Le second qui est parfois laissé pour compte, mais il est néanmoins vital: 
le système endocrinien. Ces deux systèmes sont loin de fonctionner indépendamment. Il 
travaillent plutôt de façon synergique, et ce malgré leur vitesse d'exécution incroyablement 
différente. Alors que les organes/cellules cibles reçoivent les influx nerveux en quelques 
millisecondes, le système endocrinien communique par l'entremise d'hormones, de petites 
molécules ou peptides relâchés dans le sang par des organes spécialisés dans leur 
production appelés glandes. La rapidité de réponse des organes/cellules cibles varie selon le 
messager de quelques secondes à plusieurs minutes. En outre, les effets de ces hormones se 
perpétuent à plus long terme.  
 
   Les principaux tissus endocriniens sont: l'hypothalamus, l'hypophyse, la thyroïde, 
la parathyroïde, le thymus, les glandes surrénales, le pancréas, les gonades (testicules ou 
ovaires) et le corps pinéal (Figure 1.1). L'étude de ce système, soit l'endocrinologie, nous 
aide à comprendre le rôle de chacune des hormones produites par ces glandes. Cette 
branche de la recherche demeure extrêmement active, malgré qu'elle roule sa bosse depuis 
la fin du 19e siècle. Depuis la découverte de l'insuline en 1922, elle profite de l'avancement 
des technologies en recherche pour accroître notre compréhension des systèmes 
endocriniens, ce qui est d'autant plus vrai aujourd'hui. En plus des maladies génétiques 
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provoquant des dérèglements hormonaux, les maladies métaboliques engendrées par notre 
mode de vie effréné, l'inactivité physique et une alimentation déséquilibrée nous montrent 
bien que les différentes hormones ne fonctionnent pas en vases clos, et que ces 
interrelations complexes sont très mal comprises. Le stress est un des principal mal-être de 
nos sociétés industrialisées. Les dérèglements biologiques qu'il provoque engendrent des 
coûts importants, qu'ils soient de nature personnelle, sociale, médicale ou financière. Cet 
ouvrage apporte une lumière nouvelle sur les mécanismes systémiques et génomiques dont 
dispose notre organisme pour le contrôle des stress.  
 
 
 
Figure 1.1.: Principales glandes endocrines  
 
1.1. L'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) 
 Les différents stress imposés à l'organisme, qu'ils soient physiques, psychologiques 
ou infectieux/inflammatoires, doivent être promptement contrôlés pour éviter que 
l'organisme ne s'emballe, ce qui pourrait dans bien des cas provoquer la mort. Cette tâche 
ultime est remplie par une sous-unité majeure du système neuroendocrinien, l'axe 
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (ci-après appelée l'axe HPA). Comme son nom 
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l'indique, il s'agit d'un axe de communication constitué de l'hypothalamus, de l'hypophyse 
et des glandes surrénales (Figure 1.3). En plus d'être en charge de la régulation des stress, il 
participe également à plusieurs autres processus biologiques importants, incluant l'action du 
système immunitaire, la digestion, l'humeur, la sexualité et l'utilisation de l'énergie. Des 
dérèglements de cet axe ont été associés à plusieurs pathologies, tel que l'anxiété, la 
bipolarité, la dépression, les trouble de fatigue chronique, le syndrome de stress post-
traumatique, etc. Une atteinte majeure à cet axe provoque des maladies beaucoup plus 
graves: déficit isolé en ACTH, maladie d'Addison ou syndrome de Cushing.  
 
1.1.1. L'hypothalamus 
 L'hypothalamus est un regroupement de neurones situés dans la partie ventrale du 
diencéphale qui sert de centrale d'intégration et de relais entre le système nerveux et le 
système endocrinien. Ses diverses connections avec le système nerveux central lui 
permettent de coordonner des informations hormonales, métaboliques, circadiennes et 
nerveuses. Le corps cellulaire des neurones hypothalamiques sont regroupés en structures 
appelées noyaux. À partir de ces noyaux, les neurones impliqués dans la régulation de 
l'hypophyse projettent leurs axones vers deux régions distinctes: soit vers le lobe postérieur 
de l'hypophyse ou vers l'éminence médiane (Figure 1.2). Cette dernière est irriguée par 
l'artère hypophysaire supérieure qui s'ouvre ensuite sur le système porte hypophysaire et 
inonde le lobe antérieur de l'hypophyse. Ce réseau ultradéveloppé de capillaires se situe à 
l'extérieur de la barrière hémato-encéphalique et constitue le site privilégié de relâche des 
hormones hypothalamiques par les neurones parvocellulaires. Les principales hormones 
hypothalamiques sont: 
 
 Thyrolibérine (Thyrotropin-releasing hormone, TRH) : elle active la 
sécrétion de TSH et PRL par les cellules thyréotropes et lactotropes, 
respectivement.  
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 Gonadolibérine (Gonadotropin-releasing hormone, GnRH) : elle régule la 
relâche de la FSH et LH par les cellules gonadotropes hypophysaires. 
 
 Somatolibérine (Growth-hormone-releasing hormone, GHRH) : elle induit 
le relargage d'hormone de croissance (GH) par les somatotropes.  
 
 Corticolibérine (Corticotropin-releasing-hormone, CRH) : peptide de 41 aa 
produit par des neurones du noyau paraventriculaire qui induit la production 
et la libération de corticotropine (ACTH).  
 
 Somatostatine : elle inhibe la production et la sécrétion de plusieurs 
hormones hypophysaires (principalement GH et TSH), en plus de se rétro-
inhiber. 
  
 
Figure 1.2.: Organisation de l'unité hypothalamo-hypophysaire. 
(Adapté de http://histoblog.viabloga.com) 
 
1.1.2. L'hypophyse 
 Cette petite glande, mais néanmoins complexe, se situe à la base du cerveau dans la 
selle turcique de l'os sphénoïde. Autrefois appelée glande pituitaire, elle est souvent 
considérée comme la glande "maîtresse". Cette appellation retrouve ses fondements parce 
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que son action, via les différentes hormones qu'elle produit, contrôle la majorité des autres 
glandes de l'organisme. Loin d'être asservie par l'hypothalamus, elle est en contact étroit 
avec celui-ci; que ce soit par le tractus hypothalamique qui se prolonge dans la 
neurohypophyse ou bien via l'organe de communication humoral qu'est le système porte 
hypophysaire (Figure 1.2). Ainsi l'hypophyse réagit promptement aux signaux 
hypothalamiques, mais également aux multiples signaux extérieurs lui parvenant par la 
circulation sanguine ou de façon paracrine. Chez la majorité des espèces de mammifères, 
l'hypophyse est constituée de 3 lobes: le lobe postérieur, le lobe intermédiaire et le lobe 
antérieur. 
 
1.1.2.1. Développement hypophysaire 
 Le lobe intermédiaire (ou pars intermedia), tout comme le lobe antérieur (pars 
distalis), prend son origine développemental de l'ectoderme oral. Des signaux 
morphogéniques (Bmp2, Bmp4, Fgf8, Fgf10 et Shh) délimitent, induisent et entretiennent 
l'invagination d'une région de l'ectoderme oral qui se trouve en contact avec le tissu 
diencéphalique présomptif (l'infundibulum qui deviendra le lobe postérieur et 
l'hypothalamus). Cette invagination qui débute vers le 9e jour de gestation chez la souris, 
est appelée poche de Rathke. Par la suite, la poche de Rathke se referme sur elle-même et 
perd son lien avec l'ectoderme oral. Une orchestration complexe de facteurs de transcription 
(FT) est induite pour permettre l'expansion et le développement de la poche de Rathke. 
Parmi ces FT, les pituitary homeobox (Pitx1 et Pitx2) sont exprimés de façon très précoce. 
L'invalidation de ces deux gènes dans un modèle de souris bloque de développement 
hypophysaire (1). Le développement est arrêté au même stade par l'inactivation 
concomitante de deux autres FT à homéodomaines (Lhx3 et Lhx4), dont l'expression 
dépend des Pitx (2;3). Suite à la fermeture de la poche, la partie ventrale qui deviendra le 
lobe antérieur subit une phase de prolifération intensive ainsi qu'une transition épithélium-
mésenchyme qui est essentielle à la différenciation des cellules endocrines. Le FT Prop1 est 
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important à cette transition. Par contre, même après son invalidation chez la souris, un petit 
nombre de cellules effectue la transition et réussit à se différencier (4;5). 
 
  Les cellules progénitrices en prolifération sont localisées en périphérie de la 
lumière de la glande qui est une réminiscence de la fermeture de la poche de Rathke (Figure 
1.3). Préalablement à la différenciation, les progéniteurs sortent du cycle cellulaire par 
l'expression de l'inhibiteur de cycle p57 (6). Après cette étape de transition importante, p57 
est remplacé par p27, un autre inhibiteur de cycle de la même famille. Dans la région 
ventrale de la glande, les premières cellules différenciées apparaissent vers e13.5, les 
cellules corticotropes étant les pionnières (Figure 1.3). L'expression de p27 est maintenue 
dans toutes les cellules endocrines de la glande tout au long de l'âge adulte. La perte de 
cette expression provoque la prolifération de cellules différenciées et des tumeurs 
hypophysaires (6;7).  
 
 
Figure 1.3.: Schéma de différenciation des cellules endocrines dans l'hypophyse 
embryonnaire. 
(Adapté de (6)) 
 
 Le développement subséquent de l'adénohypophyse est caractérisé par une 
augmentation rapide de la taille de la glande et par l'apparition de 5 types de cellules 
endocrines: les corticotropes, les thyréotropes, les somatotropes, les lactotropes et enfin les 
gonadotropes qui apparaissent en dernier. Il a été démontré que des cellules de type 
progénitrices hypophysaires sont maintenues chez l'adulte. Le marqueur moléculaire qui les 
caractérise est l'expression du FT Sox2. Lorsqu'elles sont mises en culture, ces cellules 
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positives pour l'expression de Sox2 peuvent se différencier en tous les types de cellules 
endocrines (8). Également, la perte d'un allèle fonctionnel de Sox2 chez l'homme et la 
souris provoque l'hypopituitarisme et des altérations majeures des axes endocriniens (9). 
Ces cellules progénitrices sont donc d'une importance capitale durant le développement de 
la glande et lors de l'expansion de certaines populations cellulaires en réaction à des 
demandes physiologiques importantes, comme la lactation, la puberté ou une 
surrénalectomie. Le taux de renouvellement et la provenance des nouvelles cellules du lobe 
antérieur durant la période post-natale est un sujet qui est toujours controversé aujourd'hui, 
malgré des décennies d'études. Cette méconnaissance est probablement due au manque 
d'outils appropriés pour suivre ces phénomènes extrêmement lents. À la suite de travaux 
que j'ai effectués mais qui ne sont pas inclus dans cette thèse, je peux affirmer que le 
mécanisme de renouvellement normal des cellules corticotropes est par la mitose de 
cellules corticotropes déjà différenciées. Je suis arrivé à cette conclusion grâce au 
croisement de souris exprimant la Cre recombinase spécifiquement dans les cellules POMC 
hypophysaires (corticotropes et mélanotropes) sous le contrôle du promoteur Pomc avec 
une lignée de souris contenant deux sites loxP inversés sur le chromosome 2. Cette dernière 
lignée fut développée par le groupe de la Dre Marie Kmita de l'IRCM. La recombinaison de 
ces sites par la Cre provoque une instabilité chromosomique et la mort des cellules qui 
tentent de se divisées. Dans ce contexte où la Cre n'est exprimée que dans les cellules 
POMC différenciées, une perte lente et cumulative des cellules corticotropes est observée. 
Ceci révèle donc que le mécanisme principal de renouvellement des cellules corticotropes 
est par la prolifération de cellules déjà différenciées (données non publiées). Ainsi les 
cellules matures peuvent provenir de deux sources différentes en fonction de la situation, 
soit une repopulation normale du pool de cellules ou par un apport soutenu de nouvelles 
cellules durant le développement embryonnaire ou une demande physiologique.    
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1.1.2.2. Lobe postérieur 
 Le lobe postérieur ou neurohypophyse n'est pas constitué de cellules endocrines à 
proprement parler. Il est principalement composé de cellules gliales (pituicytes) et de 
terminaisons axonales de l'hypothalamus. Ces terminaisons proviennent des neurones 
magnocellulaires des noyaux supraoptiques et paraventriculaires. Ceux-ci produisent 
respectivement la vasopressine (ADH) et l'ocytocine (OT) au niveau hypothalamique, pour 
ensuite les emmagasiner dans le lobe postérieur en attente d'un signal de relâche (10). 
 
 Le contrôle de la concentration et du volume sanguin est un  processus extrêmement 
important. Des neurones hypothalamiques, nommés osmorécepteurs, mesurent 
constamment cette concentration. Lorsqu'elle devient trop élevée, ces neurones envoient un 
signal qui engendre la synthèse et la relâche de vasopressine (ou hormone anti-diurétique) 
dans le sang. Celle-ci agit sur les tubules rénaux qui en réaction récupèrent plus d'eau de 
l'urine en formation. Cette eau est réintroduite dans le circulation sanguine. Le phénomène 
inverse se produit lorsque la concentration sanguine est trop faible. Il est à noter que 
certains médicaments ou substances naturelles interfèrent avec les effets de l'ADH, comme 
l'alcool qui produit une diurèse excessive. Cette hormone a également un fort potentiel de 
vasoconstriction, d'où le nom vasopressine. En effet, lors d'une hémorragie, de grandes 
quantités d'ADH sont libérées dans le sang pour contrer la perte du volume sanguin par la 
constriction des muscles lisses artériels (10). L'ADH a également un rôle au niveau des 
cellules endocrines hypophysaires en stimulant la relâche d'ACTH et de TSH (11).   
 
 L'OT est une hormone très importante pour la reproduction chez la femme. Sa 
libération est stimulée par des signaux nerveux majoritairement. Au moment de 
l'accouchement, l'OT est relâchée en grande quantité suite aux influx indiquant une 
dilatation du col de l'utérus. Vers la fin de la grossesse, le nombre de récepteur d'OT dans 
les muscles utérins augmente de façon significative, ainsi lors de sa libération par les 
neurones du lobe postérieur, elle induit les contractions utérines menant à l'enfantement. De 
façon similaire, les influx nerveux envoyés par les mamelons quand le bébé commence à 
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téter provoquent la libération d'OT. Subséquemment, les muscles lisses des glandes 
mammaires se contractent et provoquent l'expulsion du lait, communément appelé le 
réflexe d'éjection du lait. Outre ces fonctions importantes reliées à la gestation, jusqu'à tout 
récemment les fonctions de l'ocytocine étaient plutôt nébuleuses. Il semblerait que cette 
hormone soit à l'origine de la sensation de satisfaction suite à une excitation sexuelle ou 
affective, mais également de comportement sociaux comme l'attachement maternel et la 
mémoire sociale (12).  
 
1.1.2.3. Lobe intermédiaire 
 Le lobe intermédiaire (LI) a la même origine embryonnaire que le lobe antérieur, 
mais en est séparé histologiquement par la lumière hypophysaire. De plus, il est considéré 
comme un tissus plutôt uniforme puisqu'il ne contient qu'un seul type de cellules 
endocrines, les mélanotropes. L'invalidation du gène Tpit par le laboratoire a démontré qu'il 
est nécessaire à la différenciation terminale des mélanotropes (13;14). Dans ces souris 
mutantes, la majorité des cellules du LI sont au rendez-vous, mais demeurent dans un état 
non différencié et hors du cycle cellulaire (p57 positives) (6). Quelques cellules réussissent 
tout de même à se différencier en mélanotropes et d'autres changent de destin et deviennent 
des gonadotropes. Nous avons récemment identifié le premier marqueur spécifique des 
cellules mélanotropes, le FT Pax7. L'inactivation de celui-ci nous a montré qu'il agit en aval 
de Tpit pour spécifier le caractère particulier des mélanotropes, malgré que Pax7 soit 
exprimé légèrement plus précocement. En effet, en son absence, les cellules du LI 
acquièrent des caractéristiques corticotropes. Pax7 agit donc à titre de gène sélecteur de 
l'identité mélanotrope (Budry et al., non publié).  
 
 Le lobe intermédiaire est présent chez la majorité des mammifères. Malgré que cette 
structure se développe durant l'embryogénèse humaine, à partir de la 15e semaine de 
gestation elle subit une involution dont on retrouve des petites masses cellulaires qui 
s'insèrent partiellement dans le lobe postérieur (15); il a aussi été suggéré que certaines 
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cellules d'origine intermédiaire s'intègrent dans le lobe antérieur. Si le lobe intermédiaire a 
une fonction fœtale chez l'humain, elle demeure toujours inconnue.  
 
 Les mélanotropes produisent principalement la mélanocortine (alpha-melanocyte-
stimulating hormone, α-MSH) et la β-endorphine grâce au clivage de la pro-
opiomélanocortine (POMC) par les pro-protéines convertases PC1 et PC2. L'α-MSH est 
relâchée dans la circulation sanguine suite à une innervation directe du lobe intermédiaire 
par des neurones dopaminergiques hypothalamiques (16). Par contre, en comparaison avec 
les lobes postérieur et antérieur, ce tissus est très peu irrigué par des capillaires sanguins. 
Les actions physiologiques connues de l'α-MSH sont majoritairement médiées suite à sa 
liaison avec le récepteur MC1R. Chez les mélanocytes de la peau, elle induit la production 
de mélatonine et ainsi contrôle la pigmentation de la peau et des poils. Il a également été 
proposé qu'elle exercerait un effet anti-inflammatoire grâce à la présence de son récepteur 
sur les leucocytes (17).   
 
1.1.2.4. Lobe antérieur 
 Le lobe antérieur (LA) ou adénohypophyse est le lien essentiel dans la régulation de 
la majorité des processus biologiques. Il reçoit les signaux trophiques qui sont déversés par 
l'hypothalamus dans l'éminence médiane vers le système porte hypophysaire (Figure 1.2). 
L'imposant réseau de capillaire qui parcoure le LA revêt une importance capitale pour sa 
fonction. Il lui permet d'envoyer ses commandements hormonaux vers la circulation 
périphérique qui sont ultimement reçus par les tissus cibles, mais aussi de recevoir des 
signaux extérieurs, venant par exemple du système immunitaire.   
 
1.1.2.4.1. Mosaïque cellulaire 
 Afin de jouer le rôle critique de régulation qui lui incombe, le LA s'est doté de 5 
types de cellules endocrines, en proportion et en fonctions variées: 
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 - Thyréotropes : Il s'agit du type cellulaire le moins abondant, car il constitue 
moins de 5% de l'adénohypophyse. Les thyréotropes produisent et relâchent dans la 
circulation sanguine la thyrotropine (TSH) suite à la réception de la TRH hypothalamique 
sur leur récepteur à la TRH (TRHR). La TSH induit à son tour la libération des hormones 
T3 et T4 par la glande thyroïde. Alors que la T4 est produite par les follicules thyroïdiens, la 
majeure partie de la T3 est produite dans le tissu cible à partir de la T4. Les hormones 
thyroïdiennes ont une fonction primordialement calorigène, c'est-à-dire qu'elles accélèrent 
le métabolisme cellulaire et augmentent la consommation d'oxygène pour ainsi accroître la 
production de chaleur. L'axe hypothalamo-hypophyso-thyroïdien constitue donc le 
principal thermostat de l'organisme. Il agit également en concertation avec l'hormone de 
croissance (GH) pour influencer la croissance et le développement des tissus.  
 
 - Somatotropes : En opposition aux thyréotropes, les cellules somatotropes 
représentent environ 50% de la glande. Elle libèrent l'hormone de croissance (GH) sous le 
contrôle positif de la GHRH hypothalamique. Bien que la GH active la croissance et la 
division de la majorité des types cellulaires, son effet primaire réside dans l'induction de la 
sécrétion de la somatomédine (IGF-1) par le foie. Cette dernière médie l'effet de la GH en 
favorisant la croissance, principalement des muscles et des os (Figure 1.4). Pour éviter une 
surproduction de GH et donc d'IGF-1, ce qui résulte en acromégalie, ces deux hormones 
exercent une action de rétro-inhibition sur les neurones productrices de GHRH et 
directement sur les somatotropes. La balance du taux de GH est très importante durant la 
croissance des enfants, sinon il en résulte du nanisme ou du gigantisme.  
 
 - Lactotropes : Les cellules lactotropes produisent et sécrètent la prolactine (PRL) 
qui permet d'activer la production de lait par les glandes mammaires (Figure 1.4). Leur 
proportion peut varier durant la vie d'une femelle, allant de 10% en condition normale, 
jusqu'à 30% durant la gestation et la période de lactation. La sécrétion de PRL est sous 
contrôle négatif de la dopamine et positif de plusieurs facteurs hypothalamiques (ex: TRH, 
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OT, ADH, galanine, etc.) regroupés sous le nom PRF, pour prolactin-releasing factors. La 
tétée du bébé, de même que les œstrogènes participent à l'induction de la production de 
PRL. Le haut niveau de PRL sanguin durant la période d'allaitement prévient les 
ovulations, ce qui permet au corps de la mère de concentrer ses énergies sur le/les 
nouveau(x)-né(s) plutôt que sur une nouvelle grossesse.  
 
  - Gonadotropes : La plupart des cellules gonadotropes produisent les 
gonadotropines FSH et LH, mais il ne s'agit pas d'une population homogène. En effet, 
certaines gonadotropes ne produisent qu'une des deux hormones. Le rôle de ces sous-
populations est inconnu. La gonadolibérine hypothalamique (GnRH) active la production 
de la LH et FSH qui exercent ensuite une boucle de rétroaction négative sur les neurones 
hypothalamiques afférents, en plus d'agir sur les gonades (Figure 1.4). Chez l'homme, 
l'hormone lutéinisante (LH) favorise la production de testostérone par les cellules 
interstitielles des testicules, tandis que l'hormone folliculo-stimulante (FSH) encourage la 
spermatogenèse en ciblant les cellules de Sertoli de concert avec la testostérone. Chez la 
femme, la sécrétion des gonadotropines varie en fonction du cycle ovarien (qui est en 
moyenne de 28 jours). La FSH agit de façon synergique avec la LH pour induire la 
maturation d'un follicule ovarien par cycle. Au 14e jour, un pic de sécrétion de LH 
provoque l'ovulation. Elle stimule la production d'œstrogène et de progestérone qui rétro-
inhibe l'axe. 
 
 - Corticotropes :  Ayant la position centrale de l'axe HPA, les cellules corticotropes 
produisent l'adrénocorticotropine (ACTH) qui induit la synthèse de glucocorticoïdes par les 
glandes surrénales (Figure 1.4). Les Gc exercent une pléiades d'actions biologiques en plus 
de rétro-inhiber l'axe HPA (Figure 1.5). Elles représentent environ 5-10% des cellules 
endocrines du LA. Les corticotropes font l'objet d'une description détaillée dans la section 
suivante.  
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Figure 1.4.: Hormones pituitaires et leurs principaux tissus cibles 
(Adapté de www.pituitary.me.uk) 
 
 Depuis longtemps, l'organisation du LA est discutée. Les propositions vont d'un 
mélange plus ou moins hétérogène, jusqu'à une concentration localisée des différents types 
de cellules endocrines. Par contre, ces interprétations ont été basées sur l'analyse de coupes 
histologiques au niveau mid-sagittal, ce qui donne une vue assez biaisée et incomplète de la 
distribution globale. Grâce à des analyses tridimensionnelles effectuées sur des glandes 
complètes de souris transgéniques, nous savons désormais que les somatotropes forment un 
réseau continu connecté par des jonctions adhérentes (18). Les contacts homotypiques qui 
relient les cellules GH (imagées par GH-GFP) entre elles leur permettent de réagir de façon 
synchronisée à la GHRH hypothalamique et ainsi sécréter des doses massives de GH, ce 
que des cellules isolées n'arrivent pas à faire. Il peut paraître trivial que toutes les cellules 
GH se touchent puisqu'elles représentent 50% des cellules endocrines, mais il semble bien 
qu'il en soit autrement. Effectivement, en collaboration avec le groupe du Dr Mollard à 
Montpellier, notre laboratoire a démontré que les cellules corticotropes (identifiées par 
l'expression d'un transgène EGFP étant sous le contrôle du promoteur POMC) forment 
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également un réseau homotypique de cellules. Ce réseau se met en place précocement au 
cours du développement (vers e15.5). Nous avons également démontré que ce réseau de 
cellules POMC est en étroite intimité avec un réseau de cellules gonadotropes (LH-Cer). De 
plus, ces réseaux forment des contacts privilégiés avec le réseau de capillaires, ce qui 
permet présumément un relargage efficace et concerté des hormones (19).    
 
1.1.2.4.2. Les cellules corticotropes 
 Les cellules corticotropes produisent et sécrètent l'ACTH en réponse à de multiples 
stimuli, mais plus particulièrement à la corticolibérine hypothalamique (CRH). Celle-ci est 
relâchée dans le système porte hypophysaire de façon pulsatile et en fonction du rythme 
circadien (Figure 1.5). En situations critiques, les signaux de stress sont intégrés par les 
neurones du noyau paraventriculaire, et alors ils procèdent à une relâche soutenue de CRH 
qui supplante les signaux pulsatiles. Les cellules corticotropes reçoivent ce messager 
peptidique via leur récepteur au CRH (CRHR). En retour, elles synthétisent la POMC qui 
est maturée en ACTH. Parallèlement, elles libèrent l'ACTH qui était emmagasinée dans 
leurs vésicules de sécrétion. La vasopressine agit en synergie avec la CRH sur la sécrétion 
de l'ACTH, mais ne semble pas avoir d'effet sur sa production (20). L'ACTH est détectée 
par le récepteur MC2R dans les glandes surrénales qui répondent en augmentant la synthèse 
des glucocorticoïdes et les relargant dans la circulation. Tel que décrit plus loin, les Gc ont 
des effets biologiques majeurs et diversifiés qui visent à inhiber les sources de stress et 
ainsi amener un retour à l'homéostasie. De plus, les Gc exercent une boucle rétro-inhibitrice 
sur l'axe HPA, tant au niveau hypothalamique que corticotrope, réduisant alors la sécrétion 
de CRH et d'ACTH (Figure 1.5). Les effets de l'ACTH ne se limitent pas à la 
stéroïdogenèse: elle est également le principal agent trophique des cellules du cortex 
surrénalien. Ainsi, en cas d'excès d'ACTH, le cortex devient hyperplasique alors qu'il 
s'atrophie lors d'un déficit (21). 
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Figure 1.5.: Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) 
(Adapté de (22)) 
 
 Le rôle principal des cellules corticotropes est d'agir à titre d'usine de production de 
POMC. La transcription histospécifique de ce gène critique pour la biologie des 
corticotropes est contrôlée par plusieurs FT. Tpit, Pitx et NeuroD1 sont également 
impliqués dans l'apparition développementale des corticotropes. Ainsi Pitx1, de concert 
avec Pitx2, est essentiel au développement précoce de la glande. Le rôle de NeuroD1 est 
encore mal défini, mis à part un léger retard dans la différenciation des corticotropes révélé 
par son invalidation. Son effet réel est possiblement masqué par d'autres FT de type bHLH 
neurogéniques (23;24). Par ailleurs, les études de génétique murine nous ont montré que le 
FT Tpit a un rôle crucial dans la différentiation terminale des cellules corticotropes et 
mélanotropes. Ceci a pu être démontré grâce à l'insertion d'un gène rapporteur codant pour 
la β-galactosidase dans le locus Tpit lors de son invalidation. Ainsi, les cellules destinées à 
devenir corticotropes ou mélanotropes sont présentes (expriment la β-gal), mais n'ont pas 
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réussi à allumer le gène Pomc. En conséquence, la quasi absence de production d'ACTH 
provoque une hypoplasie des surrénales et une absence de corticostérone sanguin.  
 
 La perte d'expression d'ACTH chez l'humain provoque une maladie très rare, le 
déficit isolé congénital en ACTH (IAD) (25). Cette maladie dont les signes cliniques n'ont 
été bien décrit que récemment, est caractérisée par des taux d'ACTH très bas causant une 
insuffisance surrénalienne et une hypoglycémie néonatale, tout en conservant intactes les 
autres fonctions hypophysaires (25). Donc si le diagnostique et la thérapie de remplacement 
par des Gc ne sont pas rapidement effectués, le patient décède. La majorité des cas de IAD 
néonataux (65%) ont été associé à des mutations dans le gène TPIT. Jusqu'à maintenant 21 
différentes mutations de TPIT ont été identifié dans 29 familles non-apparentées ((25-27) et 
Couture C. et al., JCEM, soumis).  
 
1.1.3. Les glandes surrénales 
 Les glandes surrénales sont soumises à un contrôle hormonale complexe imposé par 
l'axe HPA, mais également par des signaux extérieurs, tel que des cytokines pro-
inflammatoires et l'angiotensine. Ces glandes essentielles au maintien de l'homéostasie sont 
au nombre de 2. De forme pyramidale, chacune pèse entre 4 et 6 grammes chez l'adulte et 
est située au dessus des reins. Elle est composée principalement de deux parties d'origine 
embryonnaire différente, soit la médulla et le cortex. La médulla représente environ 10%-
20% des surrénales et est constituée principalement de cellules chromaffines provenant de 
cellules de la crête neurale. Leur fonction est de produire et sécréter l'épinephrine et la 
norépinephrine (ou adrénaline et noradrénaline, respectivement) (Figure 1.6). La majeure 
partie de la glande, le cortex, est formée durant l'embryogenèse à partir de cellules 
mésenchymales de la cavité cœlomique. Le cortex est divisé en trois zones distinctes par 
leur histologie et les stéroïdes qu'elles produisent. À l'extérieur on retrouve la zone 
glomérulée qui produit les minéralocorticoïdes, dont le principal stéroïde est l'aldostérone. 
La partie intérieure qui borde la médulla est appelée zone réticulée. Elle est le site de 
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production des androgènes surrénaliens, dont le déhydroépiandrostérone (DHEA) est le 
représentant majoritaire. La zone fasciculée nous intéresse plus particulièrement dans cette 
étude. Elle représente environ 75% du cortex et est localisée entre les zones glomérulée et 
réticulée (28).   
 
Figure 1.6.: Les différentes zones des glandes surrénales. 
(Adapté de (29)) 
 
1.1.3.1. Les glucocorticoïdes 
 La zone fasciculée est responsable de la production des glucocorticoïdes, dont les 
deux principaux, le cortisol et la corticostérone, sont produits à différents niveaux selon 
l'espèces. L'humain sécrète majoritairement du cortisol (ratio 7:1), contrairement à une 
production quasi exclusive de corticostérone chez les rongeurs (28). Il est intéressant de 
noter que la corticostérone a une activité glucocorticoïde 3 fois inférieure à celle du 
cortisol, mais a une activité minéralocorticoïde 15 fois supérieure. Par opposition, le 
glucocorticoïde synthétique Dexaméthasone (Dex) qui est couramment utilisé pour des 
traitements médicaux, a une activité exclusivement glucocorticoïde qui est 25 supérieure à 
celle du cortisol (28). Le cortisol libéré dans la circulation sanguine est à 75% lié au CBG 
(corticosteroid binding globulin) et environ 15% à l'albumine. La forme plasmatique libre 
du cortisol (ou corticostérone) correspond à la forme biologiquement active. Globalement, 
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la demi-vie du cortisol se situe entre 60 et 90 minutes, à cause de sa métabolisation par le 
foie. L'activité biologique des Gc est médiée par le récepteur nucléaire aux glucocorticoïdes 
(GR). En présence de Gc, celui-ci se rend dans le noyau pour contrôler l'expression d'un 
ensemble spécifique de gènes cibles, soit en les activant ou les réprimant. Les différentes 
actions transcriptionnelles des Gc/GR seront discutées à la section 1.3. 
  
 L'axe HPA suit le rythme circadien, donc chez l'humain les niveaux de Gc 
circulants sont à leur maximum tôt le matin et au minimum vers minuit (30). En plus 
d'obéir au rythme circadien, l'axe induit une sécrétion pulsatile de Gc avec une périodicité 
d'environ 1h (31). Cette relâche pulsatile des Gc naturels induit des cycles d'association de 
GR avec l'ADN pour contrôler la transcription, suivi d'une dissociation et du relargage du 
ligand, une réassociation avec les protéines chaperonnes au niveau du noyau ce qui permet 
au ligand de se réassocier avec GR et ainsi être recruté à l'ADN de nouveau (32). Il a été 
démontré que ce cyclage rapide sur des éléments de réponse aux Gc (GRE) permet 
d'induire le recrutement des histones acétylases CBP/p300 et de la machinerie 
transcriptionnelle, et ainsi activer la production d'ARNm. La relâche pulsatile des Gc 
permet une régulation beaucoup plus fine de l'expression génique, puisque 
expérimentalement, une exposition continue aux mêmes concentrations de Gc naturels 
provoquent une transcription beaucoup plus soutenue (31). La majorité des hormones sont 
sécrétées suivant un patron similaire, alors même si toutes les implications biologiques sont 
encore mal connues, cela permet certainement un contrôle pointu des voies de signalisation 
qu'elles régulent. Plus particulièrement dans le cas des Gc, elle permet d'avoir un récepteur 
disponible et réactif à des sécrétions incrémentielles de Gc dues à des situations de stress.  
 
1.1.3.2. Hypocorticolisme 
 Outre les patients atteints de IAD, un faible taux de Gc circulant (hypocortisolémie) 
est généralement relié à une insuffisance surrénalienne causée par une destruction auto-
immunitaire. Cette maladie a été nommée maladie d'Addison en l'honneur de son 
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découvreur, Thomas Addison. Les symptômes associés à cette perte de Gc sont : perte de 
poids, hypoglycémie, hypotension, réaction inflammatoire augmentée, fatigue chronique, 
etc. La perte de rétroaction négative sur l'axe HPA provoque une augmentation de la 
sécrétion d'ACTH ce qui cause une hyperpigmentation. La maladie d'Addison est 
relativement rare (~50 cas par million de personnes) et peut se contrôler aisément en 
restaurant les niveaux de Gc sanguins par une source exogène.  
 
1.1.3.3. Hypercorticolisme 
 Williams Harvey Cushing est considéré comme le "père de la neurochirurgie 
moderne". Dans un article paru en 1932, il a décrit les signes cliniques d'un patient 
montrant une hypercortisolémie qu'il a attribué à une tumeur hypophysaire. Les causes de 
l'hypercorticolisme (syndrome de Cushing) sont multiples et sont généralement regroupées 
en 2 classes: 
 
Causes ACTH-dépendantes (~75% des cas) 
 - une tumeur hypophysaire sécrétant l'ACTH, cette forme est normalement appelée 
maladie de Cushing et représente environ 70% de la totalité des cas; 
 - une tumeur ectopique sécrétant de l'ACTH; et 
 - une tumeur sécrétant de la CRH. 
Causes ACTH-indépendantes (~25% des cas) 
 - une tumeur surrénalienne ou ectopique sécrétant des Gc; et 
 - une prise excessive de Gc exogènes. 
 
 Les Cushing ACTH-dépendants ont évidemment des taux très élevés d'ACTH 
sanguin qui induisent une production massive de Gc. Normalement, la production d'ACTH 
serait inhibée par la présence de Gc, mais la perte de rétro-inhibition hypophysaire par les 
Gc est caractéristique de cette classe. Chez la seconde classe, les Gc ne proviennent pas du 
cortex surrénalien normal: la production de POMC est donc réprimée et les taux d'ACTH 
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sanguin sont très bas. Les symptômes de ce syndrome sont présentés à la figure 1.7. 
L'hypersécrétion de Gc résulte principalement en une redistribution facio-tronculaire des 
graisses, une atrophie musculaire et des membres, un amincissement de la peau et des 
cheveux, une fragilité des capillaires causant des ecchymoses, de larges vergetures, de 
l'ostéoporose, de l'hypertension, un taux de cholestérol élevé, du diabète, de même qu'une 
augmentation de la sensibilité aux infections. Dans certains cas, des troubles psychiatriques 
s'en suivent. L'administration systémique à long terme de Gc lors de traitements anti-
inflammatoires ou immunosuppresseurs induit des effets secondaires similaires au 
syndrome de Cushing (33). Le seul traitement efficace contre la maladie de Cushing 
consiste à retirer la tumeur hypophysaire responsable de ce dérèglement, car l'ablation des 
surrénales abaisse effectivement les niveaux de Gc mais il en résulte souvent un 
accroissement de la tumeur (syndrome de Nelson). Par contre, l'exérèse des tumeurs 
hypophysaires est difficile et les taux de récidives sont élevés.  
 
 
Figure 1.7.: Symptômes du syndrome de Cushing 
(Adapté des Éditions Mosby Inc., 2000)  
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1.2. Interface immuno-neuroendocrine 
 L'axe HPA est responsable du contrôle des stress qu'ils soient de nature physique ou 
psychologique, mais également inflammatoire et infectieux. Le système immunitaire et 
l'axe HPA s'influencent mutuellement. Lors d'une infection, les cellules du système 
immunitaire relâchent dans la circulation sanguine des cytokines pro-inflammatoires qui 
activent l'axe HPA à différents niveaux. Premièrement, les neurones hypothalamiques 
perçoivent ces cytokines, majoritairement TNFα, IL1 et LIF/IL6, et induisent la 
production/libération de CRH. La corticolibérine induit à son tour la production/libération 
d'ACTH par les cellules corticotropes (34). La transcription du gène Pomc est activée 
synergiquement par la CRH et les interleukines LIF/IL6 qui agissent directement sur les 
cellules corticotropes. La synthèse de Gc par le cortex des surrénales est également activée 
directement par LIF/IL6. En plus de leur rétro-inhibition sur l'axe, les Gc ainsi libérés 
exercent une action anti-inflammatoire directement sur les cellules de l'immunité. Cette 
action permet d'éviter que le système immunitaire ne s'emballe et provoque des effets 
délétères pour l'organisme, comme de l'auto-immunité, des dommages tissulaires 
importants ou un choc septique (35-37). Les influences mutuelles entre ces deux systèmes 
importants sont regroupés sous l'appellation d'interface immuno-neuroendocrine (38). 
 
1.2.1. Cytokines pro-inflammatoires 
 Les cytokines constituent un grand groupe de polypeptides pléiotropiques, dont 
l'action biologique est partiellement redondante pour certains d'entre eux. La majorité des 
tissus expriment des niveaux constitutifs, mais faibles de ces cytokines. Ces niveaux sont 
rapidement augmentés en réponse à des blessures, des infections et l'inflammation. Leur 
action est dépendante de la présence de leur récepteur transmembranaire respectif sur les 
tissus cibles. Il existe une forte concentration de ces récepteurs dans l'hypothalamus, 
l'hypophyse et les surrénales. De plus, l'expression de ces récepteurs augmente en réponse 
aux signaux de stress (39). Ceci suggère fortement une action directe des cytokines pro-
inflammatoires sur l'axe HPA. 
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 Une infection ou une injection de lipopolysaccharides bactériens (LPS, qui miment 
une infection par des bactéries Gram -) provoque l'activation diligente de la réponse 
immunitaire innée. Grâce aux récepteurs de reconnaissance de molécules du non-soi (PRR; 
Pattern Recogntion Receptors), les phagocytes mononuclés (macrophages, monocytes et 
cellules dendritiques) détectent les molécules étrangères. Ces phagocytes activés sécrètent 
rapidement TNFα et IL1α/β pour donner le signal d'alarme et mettre en branle le système 
immunitaire (40). Parallèlement, elles phagocytent et fragmentent les pathogènes pour 
permettre la présentation de ces antigènes étrangers aux cellules T. La reconnaissance des 
antigènes active les cellules T et engendre leur production d'interféron gamma (IFNγ). Cet 
IFNγ complète l'activation des phagocytes mononuclés et soutien la production/sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires secondaires, tel que LIF et IL6. En réponse aux signaux 
inflammatoires, tous les niveaux de l'axe HPA produisent localement LIF/IL6. Certaines 
cellules de l'hypophyse peuvent également produire LIF/IL6 en répondant directement à la 
présence de LPS (41). Cette régulation auto/paracrine s'ajoute aux cytokines circulantes 
pour amplifier et maintenir l'activation de l'axe lors d'infections majeures et/ou chroniques. 
L'ensemble de ces cytokines ont un très fort potentiel pro-inflammatoire et puisqu'elles ont 
des fonctions parfois redondantes et qu'elles s'entre régulent les unes les autres, il est 
souvent difficile de départager leurs fonctions. Par contre, il est évident qu'elles agissent en 
synergie sur l'axe, puisque l'activation n'est que partielle en réponse à chacune d'entre elles 
(42). Bien que le dogme veut que la CRH soit le signal primordial dans l'activation de l'axe 
HPA, les cytokines pro-inflammatoires sont au moins aussi importantes. En effet, les souris 
déficientes en CRH ou CRHR1 ont une production d'ACTH et de Gc très atténuée en 
réponse à des stress d'ordre psychologiques ou métaboliques, mais une activation quasi-
normale de l'axe HPA suite à des stress infectieux (43;44).  
 
 Plusieurs modèles de souris déficientes (KO) ont été développés au fil des années 
pour nous aider à mieux comprendre le rôle des différentes cytokines dans le contrôle de 
l'interface immuno-neuroendocrine. Les souris KO pour IL1α/β ou IL6 ont une réponse 
normale de l'axe HPA après 1h, mais cette activation ne persiste pas puisqu'elle est 
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fortement réduite 6-8h post-stimulation/infection (45-47). Puisque IL1 induit la production 
d'IL6, il a été suggéré que les effets d'IL1 sur l'axe soit plutôt médiés par IL6 (48). Les 
évidences qui émanent de ces souris KO tendent à dire que l'interleukine 1 peut agir par lui-
même au niveau de l'hypothalamus (IL6 également), mais qu'IL6 serait son médiateur au 
niveau corticotrope et surrénalien (47;49). La surexpression de LIF dans l'hypophyse en 
développement provoque une altération du patron développemental en favorisant la 
différenciation corticotrope, créant ainsi une surabondance d'ACTH circulant et engendrant 
des symptômes similaires au syndrome de Cushing (50). De plus, l'invalidation du gène Lif 
réduit de façon critique la réponse aux stress de l'axe HPA, tant au niveau de la 
transcription de Pomc, qu'au niveau de la sécrétion d'ACTH et de corticostérone (51;52). 
L'administration de LIF chez des souris préalablement à une infection majeure prévient un 
choc septique létal et les dommages tissulaires dus à une septicémie. Donc, LIF et les autres 
cytokines de la réponse immunitaire innée, ont une importance capitale dans la réaction de 
l'organisme aux divers stress qui nous affligent.   
  
 En plus de l'activation de l'axe HPA et de l'activation proprement dite des cellules 
du système immunitaire, l'augmentation rapide de la concentration sanguine de ces 
cytokines affecte d'autres processus pour aider à contrôler l'infection. Capitalement, elles 
(majoritairement IL6) induisent la phase de réponse aigue (APR, acute phase response). 
Cette réponse faisant partie intégrale de l'immunité innée se caractérise par une 
augmentation de la température interne (la fièvre), l'augmentation du nombre de leucocytes, 
l'induction des mécanismes de défense non-spécifiques, des changements de la réponse 
métabolique et de la perméabilité vasculaire (53). Tous ces changements rapides permettent 
de créer un environnement inhospitalier pour les pathogènes et favoriser leur éradication. 
Un des éléments les plus caractéristiques de l'APR est la production massive par le foie de 
protéines de phase aigue. Ces protéines relâchées dans la circulation sanguine ont diverses 
fonctions antimicrobiennes ou activatrice de l'immunité. Par exemple, la lipocaline 2 
(Lcn2) est un chélateur de fer. Pour leur survie et leur multiplication, les bactéries ont 
besoin de fer. Afin d'en faciliter l'absorption, elles sécrètent de petites protéines adaptatrices 
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(sidérophores) qui dérobent le fer des protéines de transport du fer de l'hôte (transferrine et 
ferritine, qui sont également induites durant l'APR). La lipocaline 2 vient interférer dans ce 
processus en liant les sidérophores, donc elle prévient l'absorption du fer par les bactéries. 
Les souris déficiente en Lcn2 ne parviennent pas à contrôler l'infection et meurent 
rapidement (54;55). Il a été démontré à l'aide de souris dont Stat3 a été invalidé 
conditionnellement dans le foie, qu'il est essentiel à l'activation de l'APR par IL6 ou une 
infection (injection LPS). Par ailleurs, il est important de noter que les Gc produits en 
réaction aux cytokines pro-inflammatoires, participent également à l'activation des gènes de 
la réponse APR (56;57). Le chapitre 3 ci-après fait état d'un nouveau mécanisme de défense 
pléiotropique activé dans la majorité des tissus par l'action synergique des voies LIF/IL6 et 
Gc.    
  
 Les maladies métaboliques de nos sociétés modernes sont caractérisées par des 
dérèglements multiples de nos processus de maintient homéostatique. La majorité de ces 
afflictions ont une forte composante inflammatoire. L'expression chronique de niveaux 
anormalement élevés de cytokines est reliée à plusieurs pathologies inflammatoires, dont 
des allergies, des maladies auto-immunitaires, l'asthme, l'arthrite, la maladie de Crohn, une 
prédisposition aux maladies cardiovasculaires, etc. Plusieurs maladies inflammatoires sont 
traitées (ou plutôt contrôlées) par la prise de Gc exogènes. Par contre, une exposition 
prolongée aux Gc n'a pas que des effets bénéfiques, comme il en a été question dans la 
section 1.1.3. Ainsi de nouvelles avenues sont explorées pour trouver des traitements plus 
spécifiques. Par exemple, l'injection de Tocilizumab, un inhibiteur spécifique du récepteur 
à IL6, ne diminue par seulement les symptômes chez des patients souffrant d'arthrite 
rhumatoïde à surexpression d'IL6, mais prévient également la destruction des articulations 
(58). 
1.2.2. Les glucocorticoïdes 
 Lorsque l'homéostasie de l'organisme est menacée, les Gc orchestrent de nombreux 
changements métaboliques qui permettent de surmonter cet assaut. Plus particulièrement, 
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ils permettent de mobiliser l'énergie emmagasinée qui sera utilisée par les tissus importants 
à la survie, principalement le cœur et le cerveau. Par contre, l'exposition prolongée à des 
taux élevés de Gc a été associée au syndrome métabolique qui est caractérisé par de 
l'obésité,  l'hypertension, la résistance à l'insuline, l'hyperglycémie, une dyslipidémie et une 
immunosuppression. Ces effets positifs qui deviennent parfois indésirables, résultent du 
rôle spécifique qu'exerce les Gc dans les divers tissus, dont les plus importants sont discutés 
ci-après. 
  
 Premièrement, les Gc activent la gluconéogenèse au niveau hépatique. Cette 
fonction primordiale du foie permet la production de novo de glucose à partir des acides 
aminés et des acides gras libres en période de stress ou de jeûne. L'utilisation de profilage 
d'expression, de ChIP-chip et de souris ayant une invalidation de GR dans le foie, a montré 
que les Gc/GR induisent directement la production de plusieurs gènes reliés au 
métabolisme énergétique (59;60). Parmi eux, GR contrôle l'expression de deux enzymes 
essentielles à la gluconéogenèse, soit la phosphoénolpyruvate-carboxykinase (PEPCK) et la 
glucose-6-phosphatase (G6Pase) (61). Les Gc provoquent également l'accumulation de gras 
dans le foie. Lors d'une exposition prolongée à des taux élevés de Gc (exogènes ou 
endogènes), il s'en suit la formation d'un "foie gras" (62), mais le mécanisme sous-jacent 
demeure nébuleux.  
 
 La redistribution des graisses dans le syndrome de Cushing vient le l'action 
dichotomique des Gc sur les cellules adipeuses. En effet, les Gc activent la lipolyse par des 
lipases hormono-sensibles et réduisent l'activité de la lipoprotéine lipase dans les dépôts de 
gras périphériques, ce qui provoque une perte de ces graisses. En contrepartie, ils favorisent 
la différenciation des adipocytes et l'activation des voies lipogéniques dans les tissus 
adipeux centraux et abdominaux. Ils activent également la thermogenèse dans les graisses 
brunes. Les patients Cushing présentent aussi une atrophie musculaire. Celle-ci est due aux 
effets métaboliques des Gc directement au niveau des muscles. Les muscles forment 
environ 40% de notre masse corporelle et en temps de besoins énergétiques aigus, ils 
  
 
26
constituent une source majeure d'acides aminés qui serviront à la production d'énergie. En 
temps normal, les voies de réponse à l'insuline et à IGF-1 (insulin-like growth factor 1) 
permettent le maintien des masses musculaires et favorise leur utilisation du glucose. Lors 
d'infection, de stress ou de jeûne, l'augmentation des Gc circulants antagonise ces voies 
permettant l'utilisation prioritaire du glucose par le cerveau et le cœur, de même que la 
gluconéogenèse à partir des protéines musculaires dégradées. Par contre, à long terme les 
muscles s'atrophient (63). L'étude précise de l'action des Gc sur les adipocytes et les 
myocytes mérite d'être poursuivie et nécessitera certainement l'utilisation de souris dont GR 
aura été invalidé dans ces types cellulaires.  
 
 Après la sécrétion des Gc, leur bioactivité est régulée en contrôlant la concentration 
de la forme libre par la production de CBG, et plus localement en contrôlant l'expression du 
multidrug resistance transporter (MDR), de GR et des enzymes 11-β-hydroxystéroïde 
déshydrogénase (11β-HSD). Il existe 2 types de 11β-HSD qui sont exprimées à différents 
niveaux dépendant des tissus. Le type 1 (11β-HSD1) catalyse la conversion de la forme 
inactive des Gc vers la forme active, soit de la cortisone ou la déhydrocorticostérone vers le 
cortisol ou la corticostérone respectivement. La réaction inverse est quant à elle opérée par 
le type 2 (11β-HSD2) (64). Ainsi le type 1 permet d'amplifier le signal des Gc dans certains 
tissus comme le foie, les adipocytes et le cerveau, alors que le type 2 en protège d'autres 
contre leurs effets délétères (65). Par exemple, le rein exprime de hauts niveaux de 11β-
HSD2 pour éviter une action croisée entre les Gc circulants et le récepteur aux 
minéralocorticoïdes (MR). Dans le néphron distal, ce cousin de GR ne doit répondre qu'à 
l'aldostérone malgré sa capacité de réagir aux Gc, pour contrôler de façon stricte la 
réabsorption du sodium. Des mutations de 11β-HSD2 engendrent une réactivité des 
néphrons aux Gc et provoque une rétention excessive de sodium, de l'hypokaliémie et de 
l'hypertension (66). L'invalidation de 11β-HSD1 chez des souris ne semble pas provoquer 
de désordres développementaux. Par contre, ces souris ne développent pas les symptômes 
d'obésité, d'hyperglycémie et de résistance à l'insuline en réponse aux stress et aux diètes 
riches en gras. Ainsi, beaucoup d'efforts sont investis afin d'identifier des inhibiteurs 
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spécifiques de 11β-HSD1 pour tenter de traiter le syndrome métabolique et les symptômes 
d'une hyperactivité hépatique en réponse aux Gc (67;68).       
 
 Un des effets majeurs des Gc est évidemment la rétro-inhibition de l'axe HPA. Ils 
agissent à tous les niveaux, soit dans les neurones afférents à l'hypothalamus, dans 
l'hypothalamus directement et dans l'hypophyse. À ce niveau, ils inhibent la sécrétion de 
l'ACTH et la transcription du gène Pomc. En plus de l'effet répressif qu'ont les Gc sur la 
transcription de la POMC, ils répriment également l'expression du récepteur CRHR1. Cet 
autre niveau d'action permet de diminuer la sensibilité des cellules corticotropes à son 
signal afférent qu'est la CRH. La résultante globale est donc une diminution de la 
production/sécrétion de Gc par les glandes surrénales. Il est important que cette boucle de 
rétroaction fonctionne adéquatement pour éviter une sécrétion excessive de Gc qui 
engendre les effets secondaires discutés auparavant, mais également une hypersensibilité 
aux infections. En effet, grâce à leur action anti-inflammatoire, les Gc sont grandement 
utilisés pour traiter des afflictions auto-immunitaires et/ou inflammatoires comme l'arthrite 
rhumatoïde, mais à plus long terme, il peut en découler une immunosuppression. Par 
ailleurs, de plus en plus d'évidences indiquent que les Gc ne jouent pas seulement ce rôle de 
frein, mais qu'ils permettent de diriger la réponse immunitaire (69). Par exemple, les Gc 
modulent le passage des cellules immunitaires au niveau du site d'inflammation et affectent 
la réponse immunitaire acquise en favorisant la transition entre la réponse dite cellulaire 
(Th1) vers la réponse humorale (Th2) (70).  
 
 Ce rôle de modulation plutôt que de suppression ne se fait pas seulement au niveau 
de la réponse immunitaire en affectant la destinée des cellules T helper, mais comme il a 
été mentionné dans la section précédente, les Gc agissent de concert avec les cytokines pro-
inflammatoires pour induire l'acute phase response. Il semble que la modulation de l'action 
des Gc par certaines cytokines soit un mécanisme plus général. Le chapitre 3 démontre 
effectivement une synergie d'action entre les cytokines LIF/IL6 et les Gc dans l'activation 
d'une réponse généralisée de défense cellulaire innée.   
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1.3. Mécanismes de régulation transcriptionnelle des voies de stress 
 Les stress de toutes natures affectent divers aspects de notre métabolisme. Ils 
provoquent l'envoie d'influx nerveux pour influencer rapidement les tissus cibles et 
induisent la libération de signaux (hormones, cytokines et Gc) dans la circulation sanguine 
et dans l'environnement immédiat des tissus (sécrétion paracrine). Ces signaux affectent 
directement certains processus comme la sécrétion, en plus d'influencer la régulation de 
l'expression des gènes.   
     
1.3.1. Les facteurs de transcription et l'ADN 
 Chaque type cellulaire de notre organisme exprime un catalogue différent d'ARN, 
ce qui lui confère son identité et sa fonction. Ce catalogue n'est évidemment pas statique, il 
varie en fonction de l'environnement cellulaire pour lui permettre de s'y adapter et de jouer 
son rôle dans l'homéostasie de l'organisme entier. L'altération de l'expression génique en 
réponse aux signaux auxquels la cellule est exposée ou à des demandes développementales 
se fait par l'entremise des facteurs de transcription. Selon certaines estimations, les facteurs 
de transcription représenteraient environ 10% des gènes codant pour des protéines et à 
cause de leurs effets sur la régulation du transcriptome, leur expression est contrôlée de 
façon stricte. Le mécanisme primaire d'action des facteurs de transcription consiste à 
reconnaître et lier une séquence d'ADN qui leur est spécifique. Les éléments de réponse de 
divers facteurs de transcription sont très souvent regroupés, soit au promoteur des gènes 
(courte séquence en amont des gènes) ou dans des enhancers (séquence de régulation plus 
distante qui se retrouve en amont, en aval ou à l'intérieur des gènes, surtout dans les 
introns). La combinaison de ces éléments modulaires de réponse permet un contrôle 
histospécifique et temporel de l'expression de leur gène cible (71). Nous pourrions penser 
que ces modules sont soumis à des pressions évolutives énormes qui les conserveraient 
intégralement. Mais contrairement à cela, des études récentes nous montrent qu'il n'en est 
rien. En fait, les voies de signalisation/FT importants pour la régulation d'un gène 
particulier sont conservés entre les espèces, mais l'organisation et la localisation des 
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modules varient grandement (72;73). Bien que les facteurs de transcription soit les 
initiateurs du contrôle transcriptionnel, ils n'en sont pas les effecteurs. Suite à la liaison d'un 
facteur de transcription sur son élément de réponse, il induit le recrutement de complexes 
coactivateurs ou corépresseurs, de même que des complexes de remodelage de la 
chromatine. Le recrutement combinatoire de toutes ces protéines sur un locus donné 
contrôle le recrutement et l'activité de la machinerie transcriptionnelle et donc le niveau 
d'expression de ce gène (74). 
 
 Prenons l'exemple de la réponse transcriptionnelle initiée par les cytokines pro-
inflammatoires TNFα et IL1. Ceux-ci sont sécrétés très rapidement après l'activation des 
macrophages et sont essentiels à l'activation de la réponse immunitaire. Lorsqu'ils lient 
leurs récepteurs à la membrane plasmique, TNFα et IL1 provoquent la phosphorylation 
rapide de la protéine inhibitrice IκB qui est ensuite dégradée par le protéasome. Ceci 
permet de libérer NF-κB de la rétention cytoplasmique imposée par IκB. Par la suite, 
l'hétérodimère p50/p65 qui compose normalement NF-κB est transloqué vers le noyau où il 
lie des éléments de réponse de type κB. Pour activer la transcription de ses gènes cibles, il 
recrute des coactivateurs (CBP/p300, Swi/Snf, GCN5, PARP-1) et interagit avec le 
complexe médiateur et TBP (75). NF-κB est également activé plus précocement dans la 
réponse immunitaire innée suite à l'activation des Toll-like receptor (TLR) par la 
reconnaissance de molécules spécifiques aux micro-organismes. Il a donc un rôle 
fondamental dans l'activation des défenses immunitaires aigües (76).  
 
La liaison d'IL6 avec son récepteur n'active pas seulement la voie de signalisation 
Jak-Stat3 (abordé dans la section 1.3.2). Elle peut aussi activer la voie PI3K/Akt qui, 
comme pour une stimulation TNFα, provoque la dégradation de IκB et ainsi l'activation de 
NF-κB. Les Jak activent également la voie Ras-GTPases/MAPK qui permet l'activation 
d'un autre facteur bien connu pour son implication dans les voies de stress, C/EBPβ 
(77;78). Par ailleurs, l'invalidation de ce gène chez la souris cause des troubles multiples, 
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entre autres des défauts de développement et de différenciation de divers types cellulaires 
(hépatocytes, adipocytes, neurones, monocytes, etc.), de l'infertilité, une réponse 
immunitaire innée déficiente et autres. (79). La stimulation IL6 induit rapidement la 
transcription de C/EBPβ qui à son tour contrôle l'expression de plusieurs cytokines, dont 
IL6 et TNFα. Il active la transcription en liant l'ADN en homodimère ou hétérodimère avec 
d'autres membres de sa famille sur des boîtes CCAAT. Comme le font plusieurs FT, 
C/EBPβ est capable d'interagir physiquement avec d'autres FT grâce à leur liaison directe à 
l'ADN sur des site contigus ou bien par un mécanisme de recrutement protéine:protéine 
(tethering). Jusqu'à maintenant, des interactions ont été décrites avec Sp1, c-Myb, PU.1, 
GR, Stat3, Stat5, et NF-κB, ce qui permet majoritairement une activation coopérative ou 
synergique en fonction des gènes cibles (80-85).  
 
Le tethering, soit le recrutement d'un facteur de transcription sans contact à l'ADN 
sur un autre facteur de transcription qui lui est lié à l'ADN, est un mécanisme de régulation 
transcriptionnel plus répandu qu'on peut le croire. La première description de ce 
phénomène fut la transrépression par GR sur AP-1 (86-88). Depuis ce temps, plusieurs FT 
se sont découvert des rôles de "cofacteurs", dont les Stat, NF-κB, C/EBP, CREB, IRF, Sp1 
et bien d'autres. En plus de leur rôle transcriptionnel directement à l'ADN, la modulation de 
l'action d'autres FT ajoute une énorme complexité qui permet une régulation fine du 
transcriptome. Durant l'analyse des sites de liaison génomiques des FT, plusieurs 
investigateurs sont tentés d'ignorer les sites de recrutement qui ne contiennent pas de 
séquence de liaison canonique pour ces facteurs (souvent plus de 20% des sites). Cela 
pourrait être une erreur, puisque plusieurs d'entre eux s'avèrent être réellement des 
évènements de recrutement par tethering, ainsi ces analyses ignorent les interrelations qui 
sont établies entre les différentes voies de signalisation. Le chapitre 4 montre à quel point 
ce mécanisme est important dans la régulation de Stat3 et GR.    
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1.3.2. Stat3 
 Les FT responsables de la transduction des signaux envoyés par les 
interférons/cytokines ne sont connus que depuis 1992 (89-91). Depuis, d'énormes efforts 
ont été accomplis et le mécanisme d'activation de ces voies de signalisation est maintenant 
bien connu. Ainsi, lorsqu'une cytokine lie son récepteur transmembranaire spécifique, il 
s'en suit une cascade de phosphorylation rapide permettant l'activation, la translocation 
nucléaire et la liaison à l'ADN des membres de la famille des Stat (signal transducers and 
activators of transcription). Des dérèglements de cette voie sont associés à plusieurs 
maladies inflammatoires et auto-immunitaires (92). Par surcroît, Stat3 est également activé 
de façon constituve dans plusieurs cancers. Il est donc compréhensible que le niveau 
d'activation de Stat3 soit régulé par plusieurs mécanismes. 
 
1.3.2.1. La famille des Stat 
Depuis le début du siècle, les FT de la famille Stat font l'objet d'une recherche 
intensive. En effet, ils sont le sujet d'environ 1000 publications annuellement, mais GR 
n'est pas en reste avec une moyenne de 500 (contre 30 pour NeuroD1, 20 pour Pitx1 et 5 
pour Tpit). Toute cette attention est révélatrice d'une importance biologique indéniable, 
mais reflète également que les voies Stat et GR sont des cibles pharmaceutiques 
intéressantes pour contrôler des dérèglements métaboliques. 
 
Cette famille de FT est constituée de 7 membres (Stat1, 2, 3, 4, 5a, 5b et 6) dont la 
taille varie entre 750 et 850 acides aminés (jusqu'à 925 aa chez la souris). Les gènes qui 
encodent ces FT sont regroupés sur trois chromosomes chez les mammifères. Chez la 
souris, les gènes de Stat1 et Stat4 sont sur le chr1, Stat2 et 6 sur le chr2, et Stat3, Stat5a et 
Stat5b sont sur le chromosome 11 (93). Cette organisation suggère une origine ancestrale 
commune à tous les membres de cette famille qui provient probablement d'une duplication 
du gène ancestral suivi par une réplication du locus sur d'autres chromosomes. La 
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découverte de gènes Stat chez la drosophile, C. elegans et d'autres est venue appuyer cette 
hypothèse (94;95). Malgré, leur grande homologie structurale, le rôle qui est assigné à 
chacun de ces membres est plutôt spécifique. Par exemple, la réponse aux IFNγ est médiée 
uniquement par Stat1, tandis que l'IFNα active plutôt ISGF3 (un complexe transcriptionnel 
trimérique constitué de Stat1, Stat2 et IRF9). Les souris KO confirment également des rôles 
spécifiques des différents Stat. Alors que le mutant de Stat3 est létal au niveau 
embryonnaire, la souris Stat1 est hypersensible aux infections et au développement de 
tumeurs à cause d'une activité IFNγ déficiente. Les souris KO Stat2 sont sensibles aux 
infections virales, puisque la réponse aux IFNα/β est incomplète. Les mutants Stat4 et 6 ont 
une réponse Th1 et Th2 respectivement atténuée. Même avec leur très grande homologie de 
séquence, les KO Stat5a/b montrent des phénotypes distincts. La souris Stat5a n'a pas de 
développement des glandes mammaires en réponse à la prolactine, alors que les souris 
Stat5b ont un retard de croissance à cause d'une réponse imparfaite à GH (revu dans (96)). 
Nonobstant cette signalisation compartimentée induite par les récepteurs des cytokines, des 
voies de signalisation alternatives peuvent également être activées par les récepteurs. Par 
exemple, la kinase Jak peut activer la PI3K qui à son tour peut influencer la voie NF-κB. La 
grande famille des récepteurs aux cytokines incluent également les récepteurs 
transmembranaires homodimériques de certains facteurs de croissance et des hormones 
hypophysaires GH et prolactine. Ces dernières activent respectivement Stat5b et Stat5a via 
Jak2 (97). Puisque les combinaisons signal-récepteur-kinase-Stat sont multiples et que 
chacune a ses particularités, la suite de la présente section se concentrera principalement sur 
les cytokines pro-inflammatoires de la famille IL6.     
 
1.3.2.2. Activation de la voie de signalisation de type gp130 
Les cytokines de la famille IL6 dont font partie IL6, LIF, IL11, CT-1, CNTF et 
OSM, sont également connues sous le nom cytokines gp130. La raison est simple, elles 
signalent toutes via un complexe de récepteurs transmembranaires contenant au moins une 
sous-unité du récepteur gp130. Il est constitué d'un domaine extracellulaire de 597 aa, d'un 
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petit domaine transmembranaire de 22 aa et du domaine intracellulaire de 277 aa. Lorsque 
la cytokine se lie à la sous-unité alpha qui est spécifique à chaque cytokine de la famille, il 
en résulte la formation d'un complexe avec la sous-unité beta: gp130 (Figure 1.8A). Cette 
oligomérisation provoque l'activation des tyrosines kinases de la famille Jak qui 
s'autophosphorylent. Parmi les 4 membres de la famille, Jak1, Jak2 et Tyk2 ont été associé 
à la signalisation gp130. Conséquemment, Jak catalyse l'ajout de groupements phosphate 
sur la portion intracellulaire des récepteurs ce qui crée des sites de reconnaissance pour les 
protéines ayant un domaine SH2, dont les Stat font partie (Figure 1.8B, C). L'association 
des domaines SH2 de Stat1 et/ou Stat3 avec les tyrosines phosphorylées des récepteurs 
engendre une proximité avec Jak. En conséquence, Jak phosphoryle Stat1 sur la tyrosine 
701 et Stat3 sur Tyr705 permettant alors leur hétéro- ou homodimérisation par une 
reconnaissance mutuelle entre le domaine SH2 et la tyrosine nouvellement phosphorylée 
(Figure 1.8B et C). Le dimère se retrouve ensuite au noyau, en grande partie dans des corps 
nucléaires associés à des régions transcriptionnellement actives, où il joue son rôle de 
facteur de transcription (98;99).    
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Figure 1.8.: Architecture et cascade d'activation de la voie gp130-Jak-Stat. 
A) Différents complexes de récepteurs formés par l'oligomérisation de la sous-unité 
ubiquitaire gp130 et la sous-unité spécifique aux membres de la famille IL6. Tiré de (100)  
B) Cascade d'activation de la voie Jak-Stat. Tiré de (101)   
C) Structure générale des facteurs de transcription Stat. Adapté de (101) 
 
1.3.2.3. Structure et modifications de Stat3 
 Les membres de la famille Stat partagent une forte homologie structurale avec 
Stat3. Comme la plupart des FT, ils sont des protéines regroupant différents modules de 
fonction spécifique. Le domaine amino-terminal (Figure 1.8C) serait impliqué dans 
l'import/export nucléaire, de même que dans la stabilisation de l'interaction entre deux 
dimères de Stat lorsque lié à un site contenant un tandem de SBE de faible affinité (102). 
Par contre, cette liaison tétramérique semble être un évènement marginal et n'a pas été 
décrite pour Stat3. Le domaine coiled-coil est constitué d'un paquet de quatre hélices α qui 
est physiquement en retrait de la structure principale de Stat3. Il est impliqué dans des 
contacts avec des cofacteurs et d'autres facteurs de transcription comme CBP/p300, c-Jun, 
NF-κB et GR. Par contre, les résidus directement ciblés dans ces interactions ne sont pas 
décrits. De plus, plusieurs interactions passent également par le domaine carboxy-terminal. 
Il a également été montré que le domaine coiled-coil permet une association constitutive de 
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Stat3 avec le récepteur IL22 qui est indépendante des phosphorylations de sa queue 
cytoplasmique. Ce mode de recrutement différent des autres récepteurs est nécessaire à 
l'activation adéquate de la réponse à IL22 (103).  
 
 Quant au C-terminal, il contient un domaine de transactivation (TAD) qui est très 
variable entre les membres de la famille. Ceci apporte probablement une spécificité dans 
l'effet transcriptionnel des différents Stat puisque leurs domaines de liaison à l'ADN (DBD) 
qui est constitué de repliements de feuillets β de type immunoglobuline, reconnaissent tous 
une séquence de type SBE (ou GAS, TTCnnnGAA). Chez Stat1, 3, 4 et 5, le TAD contient 
un résidu sérine (S727 chez Stat1 et Stat3) qui augmente le potentiel de transactivation 
lorsqu'il est phosphorylé (104;105). Une mutation de cette sérine diminue l'activité 
transcriptionnelle et la régulation des gènes cibles, car la charge négative introduite par la 
phosphorylation semble importante pour l'interaction avec le coactivateur p300 (106) et 
affecte possiblement la structure tertiaire des Stat. Malgré que la fonction exacte de cette 
modification post-traductionnelle soit toujours débattue, elle semble être un mécanisme 
utilisé par Stat3 pour intégrer différentes voies de signalisation. En effet, en plus du signal 
IL6, plusieurs voies ont été démontrées capables d'induire la phosphorylation de la Ser727 
via différentes kinases reconnaissant le motif PxSP, comme par exemple les voies EGF, 
NGF, IFNγ, Notch, etc. (107-109).  
 
 Près du TAD, le domaine C-terminal contient une tyrosine localisée à une position 
avoisinant 700, qui est la cible de phosphorylation par les membres de la famille Jak et qui 
permet l'activation des Stat. Le domaine C-terminal est adjacent au domaine SH2 qui, 
comme décrit ci-haut, est important pour l'association des Stat3 avec les récepteurs de 
cytokines phosphorylés sur leur queue cytoplasmique, mais également à l'homo- ou 
l'hétérodimérisation des Stat suite à leur phosphorylation sur la Y~700. La formation de ce 
dimère de Stat forme une structure tridimensionnelle qui ressemble à une pince leur 
permettant de lier l'ADN (110;111). Un domaine linker situé entre le DBD et le SH2 donne 
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de la flexibilité au dimère et lui permet d'adopter la bonne conformation pour lier l'ADN 
(Figure 1.8C). 
   
 En plus d'induire la phosphorylation des Ser727 et Tyr705, l'activation du récepteur 
gp130 provoque l'ajout d'un groupement acétyl sur la lysine 685. L'acétylation de K685 se 
fait via une interaction directe de Stat3 avec l'histone acétyle-transférase p300 et que cette 
modification est réversible par un contact avec les histones déacétylases de type HDAC. La 
mutation de cette lysine démontre que l'acétylation stabilise grandement la formation du 
dimère et la liaison à l'ADN en plus d'être essentielle à l'activité transcriptionnelle de Stat3 
(112). La découverte d'autres modifications post-traductionnelles est sûrement à l'ordre du 
jour. Par exemple, il a été démontré que la Thr92 de Stat5 est une cible d'O-glycosylation 
en réponse aux cytokines. La mutation de cette Thr diminue grandement l'interaction de 
Stat5 avec CBP en plus d'empêcher l'activation de ses gènes cibles. Cette thréonine est 
conservée et glycosylée chez Stat1, Stat3 et Stat6, alors il s'agit peut-être d'un mécanisme 
important pour la régulation de cette famille (113). 
 
1.3.2.4. Isoformes de Stat3 
  Dans la cellule, Stat3 est produit sous deux formes grâce à un épissage alternatif de 
son ARN pré-messager. Stat3α est l'isoforme le plus connu et le mieux étudié, il est 
constitué de 770 aa. L'épissage utilise un site accepteur alternatif dans l'exon 23 pour 
produire une forme plus courte, Stat3β, contenant les mêmes 715 premiers aa suivis de 7 
nouveaux. Cette forme a longtemps été considérée comme un dominant négatif puisque 
Stat3β n'a pas le domaine de transactivation (114). Il est vrai que son activité 
transcriptionnelle est fortement réduite en comparaison à la forme longue et qu'il peut 
compétitionner avec Stat3α. La délétion spécifique de Stat3β par l'abolition du site 
d'épissage alternatif, provoque une acute phase response exacerbée en réponse à des 
endotoxines et provoque un décès par choc septique (115). Dans ce cas, la fonction 
antagoniste de l'isoforme β sur Stat3α est décisive. Par contre, des études récentes montrent 
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qu'il aurait une fonction spécifique. L'introduction de son expression chez la souris Stat3 
KO compense le phénotype de mort embryonnaire. Donc son activité transcriptionnelle 
atténuée est suffisante pour activer certains gènes essentiels durant le développement (116). 
En somme, les effets transcriptionnels de Stat3 semblent dépendre du dosage de ses 
isoformes et de leurs activités intrinsèques.       
  
1.3.2.5. La régulation transcriptionnelle 
 En plus de répondre à la voie gp130 de la famille IL6, il a été démontré que Stat3 
peut être activé par plusieurs autres sources signalétiques: la famille IL10 (IL10, IL19, 
IL20, IL22, IL24 et IL26), G-CSF, leptine, IL21, IL27, de même que plusieurs facteurs de 
croissance (117). Stat3 est impliqué dans une foule de processus cellulaires importants tel 
que: contrôle de la prolifération, survie, croissance, migration, différenciation, mécanisme 
inflammatoire et de défense, etc. (118). La phosphorylation de Stat3 sur sa Tyr705 induit sa 
dimérisation, sa translocation nucléaire et lui permet de lier l'ADN. Le mode d'action 
transcriptionnel primaire de Stat3 implique sa liaison en dimère sur une séquence 
régulatrice nommée SBE (Stat binding element) ou historiquement GAS (IFNγ activated 
sequence), dont le consensus stricte est TTCCGGGAA.  
 
 Une fois à l'ADN, Stat3 recrute des coactivateurs, principalement par son domaine 
de transactivation. Les mieux décrits sont les histones acétyle-transférases (HAT) 
CBP/p300. Grâce à cette interaction, les HAT ajoutent des groupements acétyl sur les 
protéines qui les entourent ainsi que sur les queues d'histones pour favoriser l'ouverture de 
la chromatine et l'activation de la transcription (97;119). L'activité HAT de CBP/p300 est 
essentielle à l'activation transcriptionnelle, mais sur Stat3 elle semble dépendre du co-
recrutement de NCoA/SRC1 (120). Ce dernier est recruté par l'entremise d'une courte 
région (751-762 aa) du TAD de Stat3 (121). Le N-myc interactor (Nmi, maintenant mieux 
connu sous le nom N-myc and Stat interactor) est lui aussi recruté par le domaine N-
terminal des facteurs Stat, à l'exception de Stat2 qui recrute également des coactivateurs 
  
 
38
différents, comme les HAT PCAF et Gcn5 (98). Nmi ne contient pas de domaine de 
transactivation intrinsèque, son recrutement permet plutôt d'accroître la mobilisation de 
CBP/p300 (122). Alors, le complexe de transactivation qui se retrouve rapidement sur les 
SBE suite à l'activation des voies gp130 est constitué de Stat3, CBP/p300, et de SRC1 et 
Nmi pour lesquels on ne sait pas si l'association avec Stat3 est mutuellement exclusive et si 
elle est généralisée à tous les SBE recrutant Stat3.   
 
 Comme il en a été question à la section 1.3.1, l'action des FT sur les gènes cibles ne 
se fait pas en vase clos. L'agencement des TFBS sur un module de régulation (enhancer, 
promoteur ou LCR) lui permet de fournir une réponse spécifique découlant de l'intégration 
de plusieurs voies de signalisation. Ces modules constituent donc le point final où les 
différentes voies s'influencent: principalement par la coopération ou la rivalité entre les FT 
et les cofacteurs qu'ils amènent. Évidemment, Stat3 n'est pas exclu de ce concept. Il a été 
démontré que Stat3 engendre une activation synergique lorsqu'il est lié à proximité d'autres 
FT dont AP-1 (123), HIF-1α (un FT apparenté à CREB) (124), SP1 (125), AR (126), GR 
(127) et Smad1 (128). Dans la majorité des cas, le co-recrutement de Stat3 avec ces 
facteurs stabilise leur liaison et augmente le recrutement de p300. Dans certain cas, cet effet 
n'est pas médié par un contact protéine:protéine entre les FT, mais plutôt grâce à un pont 
créé par p300 (128). Stat3 influence également les autres FT en s'y liant par tethering. 
Contrairement à GR qui a majoritairement un effet de transrépression, Stat3 provoque une 
activation minimalement additive mais qui est, dans la majorité des cas, synergique. Jusqu'à 
maintenant, il a été démontré que Stat3 peut se lier par tethering à SP1 sur le promoteur de 
VEGF (129), à CREB sur le promoteur de C/EBPβ (80) et à GR sur des éléments GRE d'un 
rapporteur MMTV (130). Le chapitre 4 de cette thèse démontre que le tethering de Stat3 
sur GR est un mécanisme très utilisé pour transmettre la synergie entre les voie LIF et Gc. 
Cette liste d'interactions fonctionnelles entre Stat3 et d'autres FT est probablement 
beaucoup plus longue si on tient compte des nombreuses études ayant démontrées 
l'influence des cytokines gp130 sur de multiples signaux (131).     
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 La liaison des cytokines à leur récepteur ne fait pas qu'activer un catalogue de 
gènes, elle permet également la répression. Par contre, il n'a pas été démontré clairement 
que Stat3 soit capable de réprimer l'expression des gènes en liant directement l'ADN, il 
semble être uniquement activateur. Un exemple de gène réputé être réprimé par la liaison 
de Stat3 sur son promoteur est eNOS. Dans des cellules endothéliales de l'aorte, IL6 induit 
le recrutement de Stat3 au promoteur de eNOS qui est ensuite réprimé (132). Le mécanisme 
exact de cette répression n'a pas été démontré, alors il pourrait s'agir par exemple d'une 
liaison concomitante avec un FT répresseur ou d'une compétition avec un autre facteur pour 
l'accès à des sites de liaison se chevauchant. GR utilise cette technique pour réprimer le 
promoteur d'Osteocalcine grâce à un GRE qui chevauche la boîte TATA (133). Stat3 
agirait  plutôt par l'intermédiaire de médiateurs secondaires. Par exemple, il a été démontré 
qu'en réponse à IL10, Stat3 induit la transcription du FT NFIL3 qui à son tour inhibe le 
gène IL12b en étant recruté sur un enhancer situé à -10 Kb (134). Plus d'études seront 
nécessaires pour identifier les médiateurs secondaires responsables de l'effet répresseur 
d'une stimulation par les cytokines gp130. 
 
1.3.2.6. L'inactivation de la voie Jak-Stat 
Une des principales caractéristiques de la voie gp130-Jak-Stat3 est son activation 
rapide, cependant celle-ci est transitoire. La cellule possède plusieurs mécanismes 
permettant de désactiver cette voie. Premièrement, les phosphatases TC45, SHP-2 et TC-
PTP ont été impliqués dans la déphosphorylation des Stat, ce qui est une étape essentielle 
pour l'export nucléaire de ceux-ci (135). Par ailleurs, SHP-1, SHP-2 et PTP1B 
déphosphorylent également les récepteurs des cytokines et les Jak, empêchant donc la 
transduction du signal (117). Quant à elle, la petite phosphatase LMW-DSP2 interagit avec 
Stat3 au niveau cytoplasmique pour le déphosphoryler et ainsi bloquer sa translocation 
nucléaire (136). La protein tyrosine phosphatase receptor T (PTPRT) intervient au même 
niveau. Des mutations de PTPRT sont souvent retrouvées dans les cancers colorectaux qui 
découleraient ainsi d'une suractivation de Stat3 (137). 
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À la suite d'une stimulation IL6, la transcription du gène Pias3 est activée. Ce gène 
encode une protéine de la famille protein inhibitor of activated Stat. Pias3 se lie à Stat3 
dans le noyau et empêche sa liaison à l'ADN, donc inhibe son activité transcriptionnelle 
(138). Bien que Pias3 soit une E3-SUMO-ligase, il n'est toujours pas clair si cette activité 
est nécessaire à son action inhibitrice sur Stat3. Pias3 et les autres membres de la famille 
interfèrent également avec l'activité transcriptionnelle d'autres FT, comme entre autre le 
récepteur aux androgènes (139), NF-κB (140) et MR, mais pas directement GR (141). En 
fonction du contexte, il peut aussi jouer un rôle d'activateur, ainsi il potentialise l'action de 
Smad3 en réponse à TGFβ (142). 
 
Une des cibles transcriptionnelles privilégiées de Stat3 est le membre de la famille 
des suppressor of cytokine signaling, Socs3. Le locus Socs3 est jonché de sites de liaison de 
Stat3 qui activent très rapidement sa transcription. Par la suite, Socs3 joue un rôle de rétro-
inhibition de la voie en liant les récepteurs aux cytokines et les Jak via son domaine SH2 
central (143). Ces interactions empêchent l'association de Stat3 avec le récepteur et abroge 
l'activité catalytique de Jak. D'autres mécanismes d'inhibition de la voie Jak-Stat ont été 
rapporté, mais leur mode d'action est toujours nébuleux (144).     
 
1.3.3. GR 
 Les actions biologiques des Gc sont majoritairement médiées par le récepteur des 
Gc (GR, NR3C1). Il est membre de la sous-famille des récepteurs stéroïdiens (NR3) des 
récepteurs nucléaires, dont font également partie les récepteurs aux estrogènes (ERα, 
NR3A1 et ERβ, NR3A2), le récepteur des minéralocorticoïdes (MR, NR3C2), le récepteur 
de progestérone (PR, NR3C3) et le récepteur des androgènes (AR, NR3C4) (145). GR est 
exprimé de façon ubiquitaire à travers la majorité des tissus de l'organisme, ce qui permet 
aux Gc d'affecter l'homéostasie générale de façon précise et sensible (146). Néanmoins, 
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cette régulation sensible ne signifie pas que les Gc contrôlent de façon restreinte un petit 
nombre de gènes, puisque plusieurs études de transcriptomique indiquent qu'en fonction du 
type cellulaire, ils peuvent affecter jusqu'à 20% des gènes. Uniquement en 2008, plus de 44 
millions d'ordonnances de Gc ont été prescrites aux États-Unis (147). Par conséquent, il me 
paraît essentiel que les recherches futures explorent tous les modes d'action de GR, car en 
ce moment les glucocorticoïdes sont prescrits à un rythme effréné pour leurs effets anti-
inflammatoires et immunosuppresseurs, mais nous ne comprenons que très marginalement 
la diversité de leurs actions. Les mécanismes d'action et de contrôle de l'effet des Gc/GR 
seront discutés dans cette section. 
 
1.3.3.1. Activation du récepteur 
 En absence de Gc, GR est maintenu dans le cytoplasme en association avec un 
complexe multi-protéique de chaperonnes, composé de hsp90 et hsp70, immunophilline 59 
et phosphoprotéine p23 (148). Lorsque les Gc sont relâchés dans la circulation sanguine, ils 
se retrouvent rapidement dans le cytoplasme des cellules puisque leur caractère liposoluble 
leur permet de traverser la membrane plasmique. La liaison d'une molécule de Gc dans le 
domaine de liaison du ligand de GR (LBD) induit un changement de conformation qui lui 
permet de se dissocier du complexe chaperon et de démasquer son signal de localisation 
nucléaire (NLS). Ceci induit sa translocation vers le noyau, où il agit par différents modes 
d'action.   
 
1.3.3.2. L'activation transcriptionnelle 
 La fonction la mieux connue de GR est l'activation transcriptionnelle qui suit sa  
liaison en homodimère à l'ADN. Suite à sa translocation vers le noyau, le GR activé 
homodimérise et lie le sillon majeur de l'ADN via son DBD à doigts de zinc. Ce dimère 
reconnaît une séquence palindromique d'ADN qui est spécifique aux récepteurs stéroïdiens 
de type NR3C. Cet élément de réponse aux glucocorticoïdes (GRE) est représenté par le 
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motif suivant: AGAACAnnnTGTTCT, dans lequel toutes les bases n'ont pas la même 
importance. Ainsi, la structure crystallographique du DBD a confirmé que GR interagit 
principalement avec les bases 2, 4, 5, et 6 du premier demi-site, et inversement pour le 
second demi-site (149;150). Contrairement à ce qu'il a longtemps été rapporté, l'identité des 
trois bases centrales (n) du GRE peuvent avoir une certaine influence sur le niveau de 
réponse de ce site de liaison (150). Dans son intégralité, la séquence du GRE a une 
importance pour la transduction du signal de GR, car elle induit un changement de 
conformation au niveau du DBD qui est propagé à l'AF1 (domaine de transactivation situé 
dans le N-terminal) et possiblement aux autres domaines, ce qui modifie la capacité 
d'interaction avec les corégulateurs (150;151). Des études de mutagenèse ont également 
montré que GR utilise tantôt l'AF1, tantôt l'AF2 (situé dans le C-terminal) ou les deux pour 
induire la transcription de ses gènes cibles (152). Ainsi, les effecteurs et médiateurs de la 
transcription que GR amène à l'ADN doivent varier en fonction du contexte 
chromosomique local. Parmi ceux-ci, GR interagit avec les coactivateurs de la famille p160 
(SRC1, SRC2 et SRC3), les histone acétyl transférases (p300/CBP), des membres du 
complexe de remodelage de la chromatine Swi/Snf (153), TIF1β (154) et bien d'autres 
(155). Plus récemment, TTC5 (tetratricopeptide repeat domain 5) a été identifié comme 
cofacteur de GR. En plus d'être recruté à l'ADN avec GR, TTC5 stabilise et augmente sa 
demi-vie en l'empêchant d'être dégradé par le protéasome (156). La liste des corégulateurs 
de GR s'allonge d'années en années, nous indiquant l'incroyable complexité de sa régulation 
transcriptionnelle.     
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Figure 1.9.: Représentation schématique des différents modes de régulation 
transcriptionnelle de GR. 
(Tiré de (157)) 
 
1.3.3.3. La répression transcriptionnelle 
 Bien qu'il a été démontré que GR peut induire une répression transcriptionnelle en 
liant des séquences apparentées mais différentes des GRE (158;159), il semble que ces 
nGRE (negative GRE) ne soient pas le mécanisme principal de répression par les Gc 
(Figure 1.8). Ces sites de liaison rarissimes n'arborent pas de séquence consensus précise et 
des expériences de ChIP-chip et ChIP-seq ne parviennent pas à identifier ces sites de 
liaison. Les sites retrouvés sont plutôt des GRE activateurs classiques ((59;160;161) et le 
chapitre 4 du présent ouvrage). Une récente étude de grande envergure rapporte avoir 
identifié un nouveau type de nGRE permettant la répression par GR via une liaison directe 
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de celui-ci à l'ADN (162). Ce IR nGRE est conservé entre les espèces et plus de 1000 sites 
ont été identifiés par recherche in silico. Malgré toutes les expériences et les associations 
indirectes présentées dans cette publication, les conclusions sont discutables. La principale 
raison réside dans la séquence du IR nGRE (CTCCGGAGA) qui est très apparentée à un 
élément de liaison de la famille des Stat (TTCCGGGAA). De plus, les expériences ont été 
faites en présence d'une cytokine pro-inflammatoire (IL1β) qui permet l'activation de 
facteurs de transcription de type Stat. Il est donc fortement plausible que GR soit recruté à 
ces cibles par un mécanisme de recrutement protéine:protéine. Le chapitre 4 de cette thèse 
apporte des évidences que les fonctions principales de GR au niveau de l'ADN sont 
l'activation par liaison directe à des GRE et la transrépression par recrutement 
protéine:protéine.  
 
1.3.3.4. Transrépression versus synergie 
 Le premier évènement de recrutement par tethering d'un FT à un autre fut élucidé 
en 1990 lorsque trois groupes ont démontré que GR est recruté sans contact avec l'ADN sur 
AP-1 et que cette interaction cause l'abolition de l'effet activateur de AP-1 (86;88;163). En 
1988, un groupe avait suggéré ce mécanisme d'action de GR sur CREB, sans toutefois le 
démontrer (164), ce qu'ils ont fait trois années plus tard (165). Ce mécanisme fut appelé 
transrépression. Depuis, il a été démontré que plusieurs FT peuvent agir par un mode de 
tethering (qui pourrait ce traduire littéralement par "attachement"), bien qu'il soit souvent 
activateur, tel que décrit pour Stat3 dans la section précédente. Par ailleurs, GR utilise le 
tethering sur divers FT pour exercer son effet anti-inflammatoire. De façon importante, il 
transréprime l'action de NF-κB et de AP-1 sur des gènes cibles pro-inflammatoires (Figure 
1.9) (166). Réciproquement, ces deux facteurs inhibent l'action de GR lié à l'ADN suite à 
leur recrutement par tethering (87;167).  
 
 Sur ces cibles de recrutement protéine:protéine GR est, selon toute vrai semblance, 
recruté sous sa forme monomérique (168). L'utilisation de mutants empêchant sa 
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dimérisation démontre bien qu'il perd sa capacité de lier des GRE, mais conserve ses 
fonctions associées au tethering (157;168). Cette fonction de GR semble essentielle puisque 
contrairement à des souris GR-/-, des souris exprimant un mutant de dimérisation de GR 
(GRdim/dim), donc ne pouvant lier l'ADN, ne meurent pas après la naissance (169). De plus, 
ces souris réussissent tout de même à modérer la réponse immunitaire (170). 
  
 Même si le mécanisme par lequel cette transrépression s'installe est mal compris et 
probablement varié, il ne semble pas que ce soit dû à une diminution du recrutement de 
coactivateurs (171;172). Par exemple, durant la réponse à une stimulation du récepteur 
TLR4, le tethering réciproque de NF-κB et IRF3 permet d'activer une série de gènes cibles; 
en présence de Gc, GR s'attache à la sous-unité p65 de NF-κB éliminant ainsi cette 
interaction et inhibant leur transactivation synergique (173). Des expériences de yeast two-
hybrid ont permis d'identifier comme partenaire de GR une forme nucléaire d'une protéine 
de la famille zyxin à domaines LIM normalement impliquée dans les adhésions focales, 
nTrip6. Cette protéine semble agir comme échafaudage pour le recrutement de 
coactivateurs sur AP-1 (via Fos seulement) et NF-κB, mais est également impliquée dans le 
recrutement par tethering de GR. L'abolition spécifique par siRNA de nTrip6 empêche le 
recrutement de GR et son activité transrépressive (174;175). Par ailleurs, SRC2/GRIP-1 qui 
agit à titre de coactivateur de GR lorsqu'il est lié sur des GRE, change son fusil d'épaule et 
devient corépresseur quand GR est recruté par tethering sur AP-1 ou NF-κB (176). Il 
semble que SRC2 utilise des domaines différents de sa structure pour jouer son rôle 
d'activateur ou de répresseur. Les autres membres de la famille p160 (SRC1 et SRC3) sont 
incapables de transduire l'action répressive du tethering de GR, malgré qu'ils soient des 
coactivateurs de GR sur des GRE (176). La réduction de l'acétylation des histones est un 
autre mécanisme qui semble être utilisé par GR pour diminuer la capacité de ces loci cibles. 
En effet, GR recrute l'histone déacétylase 2 (HDAC2) lorsqu'il est lié par tethering à NF-κB 
sur le promoteur GM-CSF (177) et à Nur77 sur le promoteur POMC (153). De plus, 
l'utilisation d'inhibiteurs de méthylase de l'ADN semble indiquer que le recrutement de ces 
enzymes et la méthylation de l'ADN serait un mécanisme utilisé par GR durant la 
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transrépression (178). Les méthylases impliquées dans cette réponsen'ont pas encore été 
identifiées.   
 
 Cette propriété de GR a été beaucoup étudiée en fonction de la transrépression sur 
AP-1 et NF-κB. Par contre, on sait maintenant que beaucoup d'autres FT supportent le 
tethering de GR. Parmi eux, CREB (165), Oct-1 (179), PU.1 (180) et GATA-1 (181) font 
l'objet de transrépression. Outre ces effets répresseurs, le recrutement de GR par tethering 
sur certains facteurs pourrait induire une synergie. Cette suggestion a été faite pour 
C/EBPβ, mais la démonstration est incomplète (182). L'effet synergique du recrutement de 
GR sur Stat1, Stat3 et surtout Stat5 semble accepté par la communauté scientifique 
(130;183-186). Par contre, les expérimentations utilisées pour le démontrer demeurent 
circonstancielles. Par exemple, ils ont détecté une perte de la synergie entre Stat5 et GR 
suite à la mutation du site Stat du promoteur β-caséine qui ne contient pas de GRE 
consensus, mais qui contient 7 demi-GRE. Donc il est possible que GR soit recruté à des 
demi-sites ou des sites de faible affinité via une stabilisation par un site Stat contigu. Même 
le maintien de l'expression des gènes Stat5-dépendant chez la souris GRdim/dim n'exclut pas 
complètement cette hypothèse (187), puisque GR pourrait toujours être recruté en 
monomère sur un site composite. Lorsque GR se lie à proximité d'autres FT sur des sites 
adjacents (composites) ou relativement plus éloignés, il induit une liaison et une activation 
transcriptionnelle synergique avec ceux-ci (Figure 1.9). De multiples exemples de FT ayant 
une interaction fonctionnelle synergique avec GR ont été publiés, par exemple: Pbx-1 
(188), Ets2 (189), HNF3 (190), AP-1 (191;192), NF-κB (193), C/EBPβ (160), CREB (194), 
NF-1 et Stat5 (195). Le chapitre 3 de cet ouvrage illustre une importante synergie entre les 
voies LIF/IL6 et Gc, alors que le chapitre 4 démontre que le recrutement de Stat3 et de GR 
directement à l'ADN sur des sites proximaux engendre une synergie de liaison et 
transcriptionnelle. 
 
 Malgré tous les efforts mis dans la compréhension du tethering par GR, nous 
sommes toujours bien loin de comprendre pourquoi un site AP-1, NF-κB ou Stat3 recrute 
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GR, alors que d'autres ne le font pas. Est-ce une question de séquence du site recrutant ces 
facteurs? Est-ce à cause de la signature chromatinienne (modifications post-traductionnelles 
des queues d'histones, méthylation de l'ADN, état de compaction de la chromatine) 
avoisinant ces sites? Ou bien est-ce dû à la combinaison des autres FT liant cette région 
régulatrice? Toutes les questions sont ouvertes, mais peu d'évidences nous permettent de 
proposer une réponse. 
 
1.3.3.5. Les actions non-génomiques 
 Il existe de plus en plus d'évidences d'actions non-génomiques de GR activé par Gc. 
Des effets non-génomiques, donc distincts de l'action transcriptionnelle de GR, ont été 
répertoriés sur diverses voies, dont l'action anti-inflammatoire des Gc (196) mais également 
des effets indésirables comme la résistance à l'insuline (197). Ces effets sont dits "non-
génomiques", mais en fait le mécanisme par lequel ils interfèrent avec ces voies de 
signalisation est plutôt mal compris. Ils semblent médiés par une diminution de la 
phosphorylation de certains effecteurs de ces voies. Dans un cas précis, il a été démontré 
que GR induit la transcription de la phosphatase MKP1 qui ensuite retire la 
phosphorylation d'AP-1, empêchant donc son activité transcriptionnelle (196). De plus, GR 
induit la transcription de l'inhibiteur de NF-κB, IκB, ce qui diminue la durée d'activation 
des voies inflammatoires impliquant ce facteur (198). S'il s'avère que toutes les actions 
"non-génomiques" de GR ayant trait à une diminution de phosphorylations activatrices de 
voies de signalisation sont la conséquence d'une production de novo de phosphatases via 
une liaison à l'ADN de GR sur leur locus respectif, on ne peut selon moi pas affirmer que 
ce sont des effets "non-génomiques".   
  
 Les actions répressives de GR ne sont pas uniquement reliées à la liaison de nGRE 
et au tethering d'autres FT. GR peut également contrôler la demi-vie des ARNm. En effet, 
en réponse aux Gc, GR peut lier directement un motif GC-riche ayant une certaine structure 
secondaire pour ensuite réduire substantiellement la demi-vie du messager ciblé. Par 
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exemple, la demi-vie des ARNm CCL2 et CCL7 est diminuée d'environ 90% suite à 
l'activation de GR par son ligand. Plus de 450 ARNm interagissent avec GR dans des 
cellules épithéliales de trachée et il a été conclu par analyse de prédiction de structure 
secondaire in silico que GR a le potentiel d'interagir avec environ 20% de tous les transcrits 
(199). Il s'agit donc d'un nouvel outil dont jouit GR pour imposer son action anti-
inflammatoire.  
 
1.3.3.6. Structure du récepteur 
 Le facteur de transcription GR dérive d'un gène de 9 exons chez l'humain (les exons 
2 à 9 codent pour la protéine) et de 8 exons codants chez la souris. Cette protéine est 
constituée de 4 domaines principaux: 1) la partie amino-terminale contient le domaine AF-1 
qui permet la transactivation; 2) la partie centrale contient le domaine de liaison à l'ADN 
(DBD); 3) la partie carboxy-terminale est faite du domaine de liaison du ligand (LBD) et; 
4) du domaine de transactivation AF-2 (revue dans (200)).  
 
1.3.3.7. Les différents isoformes du récepteur 
 L'étude intensive de l'expression du gène humain a démontré la présence de 
multiples isoformes découlant de l'épissage alternatif de l'ARN pré-messager (201). La 
forme principale est GRα qui est constituée de 777 acides aminés, tandis que GRβ a 742 aa 
dû à un épissage alternatif du dernier exon. Les deux protéines sont identiques pour les 
premiers 727 aa, mais divergent après ce point: GRα a 50 aa, tandis que GRβ contient 15 aa 
différents (Figure 1.10A). Cette différence est très importante puisqu'elle affecte la 
fonctionnalité du LBD. GRα est exprimé de façon ubiquitaire, tandis que GRβ, avec son 
LBD défectif, est exprimé de façon beaucoup plus sélective et se retrouve dirigé 
directement au noyau (155). Ce dernier est incapable d'activer directement l'expression de 
gènes rapporteurs sous le contrôle d'un GRE. Cependant, lorsque GRβ est exprimé de façon 
concomitante avec GRα, il agit en tant que dominant négatif tant pour ses fonctions 
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activatrices que répressives. Ainsi, il est proposé que le ratio d'expression entre GRα et 
GRβ permettrait de contrôler le niveau de sensibilité de la cellule aux Gc. Il a été démontré 
que certains signaux pro-inflammatoires (ex: TNF-α et IL1) induisent sélectivement 
l'expression de GRβ, rendant ainsi les cellules plus résistantes aux Gc (202). Dans le même 
ordre d'idée, il a été montré que des patients avec des formes résistantes aux Gc d'asthme, 
d'arthrite rhumatoïde, de lupus érythémateux disséminé, de colite ulcéreuse, de leucémie 
lymphoblastique aigüe et chronique présentent des taux élevés de GRβ (203). Plus 
récemment, une étude de transcriptomique a révélé que GRβ régule, par lui-même, un 
groupe de gènes distinct de celui de l'isoforme α (204).     
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Figure 1.10.: Différents isoformes du récepteur aux glucocorticoïdes.  
A) Schéma des isoformes connus de GR découlant de l'épissage alternatif de l'ARN pré-
messager. B) Schéma des différents isoformes de GRα générés suite à l'utilisation de sites 
variés d'initiation de la traduction. Les mêmes isoformes ont été décrits pour GRβ et 
pourraient être produits pour les autres isoformes d'épissage, mais cela n'a pas été étudié. 
Figures tirées de (205).   
A 
B 
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 Il existe d'autres isoformes créés par des événements d'épissage alternatif, dont GRγ 
qui contient une arginine supplémentaire entre les deux doigts de zinc du DBD à cause de 
l'utilisation d'un site donneur d'épissage alternatif dans l'intron 3 (Figure 1.10A) (205). Cet 
isoforme lie efficacement les Gc et l'ADN, mais active moins efficacement des GRE en 
transfection. Néanmoins, GRγ est recruté aussi efficacement que GRα sur des sites de 
liaison génomique et permet l'activation d'un répertoire de gènes qui recoupe celui de GRα, 
tout en ayant certaines cibles préférentielles (150). L'étude effectuée dans la présente thèse 
utilise des réactifs qui ne distinguent pas les principaux isoformes de GR.  
 
 Ces isoformes peuvent également se présenter sous des formes tronquées, à cause 
de l'utilisation de sites alternatifs d'initiation de la traduction (Figure 1.10B). Par exemple, 
les 8 isoformes de GRα sont capables d'activer de façon dose-dépendante des gènes 
rapporteurs contenant des GRE, mais avec des efficacités différentes. Des expériences de 
profilage d'expression ont démontré qu'ils ont plusieurs gènes cibles en commun, mais 
aussi des cibles spécifiques. La distribution des différents isoformes à travers les tissus 
varie grandement, ce qui pourrait ajouter un niveau de régulation dans le contrôle du 
répertoire histospécifique des gènes contrôlés par les Gc (206). De nombreuses autres 
études seront nécessaires pour comprendre le rôle de chacun de ces isoformes dans le 
contrôle de l'homéostasie et le développement de certaines maladies. 
  
 En plus de ses différents isoformes résultant d'épissage et de traduction alternatifs, 
l'expression de GR est régulée par des promoteurs alternatifs. Il a été postulé que 
l'utilisation différentielle de ces différents promoteurs permet un contrôle serré de 
l'expression histospécifique et temporelle de GR. Dans ce contexte, promoteur alternatif 
signifie exon 1 alternatif. Une étude récente a démontré que parmi les 14 sites d'initiation 
de la transcription prédits pour GR chez la souris, 11 sont exprimés à des niveaux variables 
selon les tissus et les types cellulaires (207). Il en va de même pour GR chez le rat et 
l'humain. De plus, certains signaux développementaux et hormonaux permettent d'induire 
spécifiquement certains messagers. Ceci génère des 5'-UTR ayant des séquences, mais 
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surtout des structures secondaires complètement différentes. L'efficacité traductionnelle et 
la demi-vie de ces messagers sont étroitement liées à la structure secondaire des 5'-UTR 
(207). En bref, l'expression de la protéine du récepteur aux glucocorticoïdes est contrôlé à 
de multiples niveaux. Ces régulations de l'utilisation alternative de sites d'initiation de la 
transcription, de sites d'épissage et de sites d'initiation de la traduction permet certainement 
une régulation serrée et importante de l'effet biologique de Gc. 
          
1.3.3.8. Les modifications post-traductionnelles 
 Le contrôle de l'activité de ces différents isoformes est également assuré par l'ajout 
de modifications post-traductionnelles (Figure 1.10B). La raison d'être de ces 
modifications, c'est-à-dire la provenance des signaux qui permettent leur ajout, et la 
fonction des modifications post-traductionnelles ne sont pas complètement comprises. 
D'autant plus que le nombre de type de modifications s'accroît d'année en année. Voici un 
catalogue non exhaustif des modifications connues.  
 
 GR comporte six résidus sérine pouvant être phosphorylés (S113, S114, S203, 
S211, S226 et S404). Le niveau basal de phosphorylation de GR est accru suite à sa liaison 
avec les Gc et celui-ci affectent ses capacités transcriptionnelles. L'ajout de cette 
modification sur la sérine 211 qui est située dans le domaine de transactivation AF1 est 
positive pour son activité, puisqu'elle accentue son interaction avec certains cofacteurs, 
dont la sous-unité du complexe médiateur Med14 (208). Par ailleurs, la phosphorylation de 
la sérine adjacente (S216) inhibe l'action de GR. Il en va de même pour la S404 qui, une 
fois phosphorylée, inhibe ses fonctions activatrice et transrépressive en interférant dans 
l'interaction avec CBP/p300 et NFκB, respectivement (209). Quant à elle, une S203 
phosphorylée induit une rétention cytoplasmique de GR. Il a également été démontré que le 
niveau de phosphorylation contrôle le niveau d'expression du récepteur en influençant sa 
demi-vie (210). La dégradation de GR est aussi induite par l'ubiquitination d'une lysine 
localisée dans un motif de dégradation PEST et la sumoylation des résidus K277, K293 et 
  
 
53
K703. La capacité de transrépression sur NFκB est également affectée par l'acétylation des 
lysines 494 et 495 (205). En somme, les opportunités qu'ont les cellules de générer des 
dizaines de transcrits et d'isoformes de GR, tant par des mécanismes d'épissage alternatif, 
de sites alternatifs d'initiation de la transcription ou de la traduction et par des modifications 
post-traductionnelles, sont autant de possibilités de contrôler les niveaux d'expression de 
GR et les capacités fonctionnelles des Gc. Il est essentiel pour le maintien de l'homéostasie 
de l'organisme que la réponse aux glucocorticoïdes circulants soit histospécifique. Il n'en 
tient qu'à nous d'en comprendre toutes les subtilités pour ensuite influencer correctement et 
avec doigté cette voie métabolique cruciale. Une façon d'y arriver pourrait être l'utilisation 
de molécules permettant de contrôler sélectivement les différentes actions de GR.   
 
1.3.3.9. Les ligands 
 Le poche de liaison du LBD de GR est capable d'accommoder plusieurs ligands, 
naturels ou synthétiques. Par contre, leur effet sur l'activité de GR peut varier grandement. 
Les glucocorticoïdes naturels, tel que le cortisol, la corticostérone et l'hydrocortisone lient 
le LBD de façon transitoire et réversible, ce qui souscrit à l'importance biologique de la 
sécrétion pulsatile de ces Gc. Par contre, les ligands synthétiques souvent utilisés en 
pharmacologie (dexaméthasone, prednisone, béclométhasone, etc.) ne quittent pas le LBD 
et provoque une activation soutenue de GR (31). Ceci permet d'avoir des effets 
pharmacologiques importants qui sont souvent peu sélectifs. 
 
 De nombreux analogues synthétiques des Gc ont été développés dans les dernières 
décennies. Le défi actuel est d'identifier parmi ceux-ci, des ligands permettant un contrôle 
sélectif de l'action de GR, ce qui n'est pas une tâche facile compte tenu des actions 
pléiotropiques de GR. La mifépristone ou RU486, découverte en 1981, est aujourd'hui 
utilisée comme traitement anti-progestatif permettant des arrêts en début de grossesse, et 
pour ses effets anti-Gc dans le traitement du syndrome de Cushing (211). Le RU486 se lie 
au LBD et permet la translocation nucléaire de GR, par contre il est connu pour inhiber son 
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effet transcriptionnel (212). En fait, des études récentes indiquent qu'il serait plutôt un 
agoniste de GR, mais ayant un potentiel d'activation plus faible, il compétitionne avec les 
ligands naturels. Ainsi tout comme la progestérone, RU486 serait un agoniste partiel de 
GR, probablement dû à une conformation non-optimale du LBD qui engendre une liaison 
plus faible au GRE (213). D'autres molécules analogues semblent avoir des effets 
antagonistes complets. Par exemple, le ORG 34517 empêche la translocation nucléaire de 
GR. En opposition à cet antagoniste complet, certains analogues plus sélectifs seraient 
utiles. Par exemple, le ZK98296 est complètement incapable de transactiver un gène 
rapporteur, mais permet à GR de conserver sa capacité de transrépression, possiblement 
parce que ce composé inhibe la dimérisation de GR qui est inutile pour son action 
transrépressive (168). En somme, le développement de Gc de synthèse pourrait nous donner 
des outils pharmacologiques pour cibler certaines fonctions spécifiques de GR dans 
diverses pathologies et de mieux comprendre son rôle. 
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1.4. L'ACTH et son précurseur 
 L'adrénocorticotropine est générée à partir de son précurseur la pro-
opiomélanocortine (POMC) par la pro-protéine convertase 1 (PC1). Cette enzyme est co-
exprimée avec la PC2 dans les cellules mélanotropes du lobe intermédiaire. Les multiples 
sites de reconnaissance de ces deux protéases permettent de générer plusieurs petites 
hormones peptidiques biologiquement actives, dont l'ACTH, l'α-MSH et la β-endorphine 
(Figure 1.11) (214;215). Outre l'implication des convertases PC1 et PC2 dans le clivage, il 
a été démontré que dans les vésicules de sécrétion, la Cathepsine L de type cystéine 
protéase revêt une importance capitale dans la production de ces trois hormones. En effet, 
l'invalidation de cette protéase provoque une réduction d'au moins 75% de la production 
d'ACTH, d'α-MSH et de β-endorphine dans l'hypophyse (216). La production d'ACTH est 
restreinte aux cellules corticotropes et l'α-MSH aux mélanotropes.  
 
 
Figure 1.11.: Dérivés de la POMC créés par clivages protéolytiques. 
Les cellules corticotropes expriment uniquement la pro-protéine convertase 1 (PC1) et clive 
la POMC en ACTH. Les cellules mélanotropes du lobe intermédiaire expriment autant PC1 
que PC2, ce qui provoque un clivage supplémentaire de l'ACTH pour générer  
l'α-MSH. Figure adaptée de (217) 
 
1.4.1. Régulation transcriptionnelle histospécifique du gène de la POMC 
 Le gène de la POMC a une expression histospécifique rigoureusement contrôlée. 
Son expression est restreinte aux cellules mélanotropes et corticotropes hypophysaires, à un 
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petit groupe de neurones hypothalamiques et aux kératinocytes de la peau. Puisque le lobe 
intermédiaire est absent chez l'humain, les cellules de la peau produisent localement de l'α-
MSH et l'ACTH1-17 pour contrôler la production de mélanine et ainsi moduler la 
pigmentation de la peau et des poils par l'entremise du récepteur MC1R qu'exprime les 
mélanocytes (218). Des variations alléliques de MC1R sont très souvent associées avec une 
pigmentation rousse des poils et un teint pâle (219). Cette fonction de contrôle de la 
pigmentation est principalement assurée par le lobe intermédiaire chez les autres 
mammifères. Les facteurs responsables de l'expression histospécifique de la POMC dans la 
peau sont bien peu définis.  
 
 Par opposition, l'histospécificité de l'expression dans les neurones POMC est mieux 
décrite. L'utilisation de multiples souris transgéniques a permis d'identifier deux séquences 
régulatrices (enhancers) situées à 12 et 10 Kb en amont du site d'initiation de la 
transcription (TSS) (220;221). Les rôles inférés aux neurones POMC sont principalement 
une influence sur l'axe reproducteur, l'utilisation de l'énergie et sur l'obésité (222;223). Les 
peptides MSH (β et γ) régulent le poids corporel via leur action sur les récepteurs MC3R et 
MC4R (224). En effet, des mutations de MC4R sont découvertes chez 3% des patients 
atteints d'obésité morbide (225). Par ailleurs, une mutation perte de fonction dans le gène 
de la POMC cause des dérèglements qui englobent toutes les fonctions discutées plus haut. 
Les signes majeurs sont une pilosité rousse, de l'obésité extrême et précoce, et des taux de 
cortisol sanguin très bas (226). Les souris dont le gène Pomc a été invalidé présentent les 
mêmes symptômes, soit une pigmentation du poil altérée, de l'obésité et une insuffisance 
surrénalienne (227).  
 
  Sur le plan hypophysaire, l'expression mélano-cortico-spécifique a été clairement 
attribuée à une courte région régulatrice représentant le promoteur proximal (-480 à +63 
chez le rat) (228-230). Lorsque cette région régulatrice est étudiée en souris transgéniques 
avec un gène rapporteur fluorescent (EGFP), elle permet une expression restreinte aux 
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cellules POMC de l'hypophyse, avec un biais favorable pour les mélanotropes (231). Une 
pléiade de FT régulent ce promoteur, dont plusieurs sont impliqués dans la régulation 
basale de la transcription (229). Par contre, trois d'entre eux sont particulièrement 
importants pour son expression histospécifique, soit NeuroD1, Pitx1 et Tpit (Figure 1.11).  
 
 Le bHLH neurogénique NeuroD1 (BETA2) est impliqué dans la différenciation de 
plusieurs types cellulaires, certains types de neurones, les cellules entéroendocrines de 
l'intestin, les cellules photoréceptrices de la rétine et les cellules β du pancréas (232-235). 
Les souris dont le gène NeuroD1 a été invalidé meurent rapidement d'un diabète néonatal 
parce que les cellules β productrices d'insuline sont absentes (234). L'expression 
corticotrope de NeuroD1 n'est pas aussi critique à leur différenciation. Néanmoins, il se 
retrouve sur la région distale du promoteur de la Pomc, sur un élément de réponse nommée 
Eboxneuro (Figure 1.11). Pour permettre sa liaison et l'activation de cette région, il doit 
obligatoirement hétérodimériser avec un bHLH ubiquitaire, par exemple E47/Pan1 (23). La 
Eboxneuro engendre une activité transcriptionnelle synergique avec un TFBS situé dans la 
région centrale du promoteur qui est lié par le facteur à homéodomaine Pitx1. Cette 
activation synergique est imputable à une interaction protéine:protéine entre Pitx1 et la 
moitié ubiquitaire de l'hétérodimère étant recrutée à la Eboxneuro. La mutation d'un de ces 
deux éléments de réponse abolit plus de 80% de l'activité du promoteur sur la transcription 
d'un gène rapporteur dans des expériences de transfection (24).  De façon consistante, la 
mutation de la Eboxneuro provoque une perte radicale de l'activité du promoteur au cours du 
développement et à l'état adulte chez des souris transgéniques, et ce tant au niveau 
corticotrope que mélanotrope, bien que NeuroD1 ne soit pas exprimé dans le LI (231). 
Malgré le léger phénotype provoqué par la perte de NeuroD1 chez la souris, ces 
expériences de mutagenèse renforce l'hypothèse d'une redondance entre NeuroD1 et 
d'autres bHLH neurogéniques, permettant ainsi l'expression adéquate du gène de la Pomc.  
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 La distribution tissulaire de l'expression des FT NeuroD1 et Pitx1 ne permet pas à 
elle seule d'expliquer le caractère très restrictif de l'expression de la POMC. L'analyse des 
TFBS possibles dans le promoteur de la Pomc a permis d'identifier une séquence 
apparentée à la moitié d'un site de liaison palindromique permettant le recrutement du 
facteur à boîte T Brachyury (236). Grâce à cette information, le laboratoire a cloné, à l'aide 
de PCR utilisant des oligos dégénérés, un nouveau FT à boîte T: Tpit (Tbx19). Il s'est avéré 
que Tpit a un patron d'expression confiné aux cellules mélanotropes et corticotropes. De 
plus, il est un contributeur majoritaire à l'expression de la POMC et à la différenciation 
terminale des cellules POMC hypophysaires (13). Par contre, Tpit a une affinité très faible 
pour l'ADN lorsqu'il est en monomère, mais la proximité de son site de liaison avec celui de 
Pitx1 lui permet de former un hétérodimère qui active synergiquement le promoteur (Figure 
1.12). Le recrutement de Tpit sur le Tpit/PitxRE est donc dépendant de la présence de Pitx1 
(13). Ainsi toutes les expériences du laboratoire depuis plus de 25 ans ont permis de 
démontrer que ce trio de FT est responsable de l'expression hypophysaire de la POMC. Le 
chapitre 2 de cette thèse apporte un éclairage nouveau sur l'expression histospécifique de la 
POMC et sur le mécanisme de recrutement à l'ADN de Tpit, grâce à l'identification d'un 
enhancer cortico-préférentiel situé à 7 Kb en amont de Pomc.      
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Figure 1.12.: Facteurs de transcription impliqués dans le contrôle de l'expression 
histospécifique et hormonal de la Pomc. 
 
1.4.2. Contrôle hormonal du gène de la POMC 
 Étant l'élément central de l'axe HPA, l'ACTH doit être régulé finement et intégrer 
divers messagers biologiques pour être en mesure d'exercer son action correctement. Ainsi, 
le promoteur de la POMC est constitué de plusieurs éléments de réponse à des FT lui 
permettant de réagir promptement aux signaux extérieurs. Bien que cette petite région 
promotrice soit étudiée de façon intensive par plusieurs groupes depuis plus de deux 
décennies, de nouveaux mécanismes de régulation sont encore mis à jour. Récemment, 
l'identification du recrutement d'un hétérodimère LXRα/RXRα dans la région proximale du 
promoteur apporte un lien directe entre le métabolisme des lipides et l'activation des 
cellules corticotropes (237). En outre, les principales régulations hormonales appliquées à 
la transcription de la Pomc sont l'activation par la CRH hypothalamique et les cytokines 
pro-inflammatoires, ainsi que la répression par les Gc. 
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1.4.2.1. Activation par la corticolibérine 
 La CRH libérée par les neurones hypothalamiques est le principal moyen qu'utilise 
l'axe HPA pour activer la production d'ACTH. Ses effets sur la transcription de la Pomc 
sont induits suite à sa liaison aux récepteurs à la CRH (CRHR1 et CRHR2). Ces récepteurs 
font partie de la grande famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés 
aux protéines G (238). Lorsque le récepteur reçoit la CRH via le système porte 
hypophysaire, une production rapide d'AMPc s'en suit. Ce second messager permet 
l'activation de la protéine kinase A (PKA), une sérine/thréonine kinase (239;240). Cette 
enzyme cytoplasmique est impliquée dans l'activation de la voie MAP (Mitogen activated 
protein) kinase et dans l'augmentation du niveau d'ions Ca2+ cytosoliques via les canaux 
calciques de type L. Cet accroissement de la concentration de Ca2+ induit la fusion des 
vésicules de sécrétion avec la membrane plasmique, libérant donc dans la circulation 
sanguine l'ACTH préalablement accumulée (241). 
 
 L'activation transcriptionnel de la POMC par la CRH est majoritairement assurée 
par les récepteurs nucléaires orphelins de la famille des Nur: Nor1 (MINOR, NR4A3), 
Nurr1 (TINUR, NR4A2) et principalement Nur77 (NGFI-B, NR4A1). Ces récepteurs ont 
une structure semblable aux autres récepteurs nucléaires, c'est-à-dire qu'ils contiennent des 
domaines de transactivation AF-1 et AF-2, un DBD et un LBD, mais ils sont dits orphelins 
parce qu'ils fonctionnent indépendamment de ligands (242). Leur séquence peptidique est 
divergente dans la région amino-terminale, mais ils arborent une grande homologie de 
séquence dans leur région carboxy-terminale et leur DBD. Ainsi, ils reconnaissent les 
mêmes motifs de liaison sur l'ADN, mais ont un potentiel de transactivation possiblement 
différent (243). Également, les trois membres de la famille présentent des patrons 
d'expression qui sont à la fois distincts et partiellement redondants (244). Malgré que la 
structure crystallographique du LBD suggère fortement qu'il sont incapables de lier un 
ligand, un ligand naturel a récemment été identifié pour Nur77 (245). Effectivement, la 
cytosporone B, produite par des fongus endocytiques, lie spécifiquement le LBD de Nur77 
et ainsi active ses cibles transcriptionnelles via l'action de SRC1 et SRC2 (246).  
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 Nur77 a été impliqué à tous les niveaux de l'axe HPA, tant dans les neurones 
hypothalamiques, les cellules corticotropes, que le cortex surrénalien (247;248). En 
condition basale, Nur77 a une localisation tant cytoplasmique que nucléaire, mais il est 
inactif parce qu'un groupement phosphate présent sur la sérine 316 située dans le DBD 
l'empêche de lier l'ADN. La mise en marche de la voie PKA et MAPK permet la 
déphosphorylation de la sérine 316 et la phosphorylation du domaine AF-1, ce qui permet 
la dimérisation des facteurs Nur, leur liaison à l'ADN et l'activation transcriptionnelle 
(249;250). Bien que les Nur soient recrutés sous forme monomérique dans la région 
proximale du promoteur sur le NBRE (AAAGGTCA), l'induction de la POMC par la CRH 
passe majoritairement par la liaison de dimères, contenant au moins une molécule de 
Nur77, dans la région distale du promoteur sur le NurRE (Figure 1.12). Cette séquence est 
formée de deux séquences apparentées au NBRE et disposées de façon éversées (249). Les 
coactivateurs de type p160 (principalement SRC2) sont ensuite recrutés au promoteur de 
façon CRH-dépendante via le domaine AF-1 des Nur, mais également par l'entremise de 
Tpit (250;251). En plus du co-recrutement de SRC2 (TIF2), Nur77 et Tpit interagissent 
physiquement et de façon synergique pour induire le promoteur POMC (251). Les protéines 
apparentées à Rb (Rb et p107) favorisent l'activation par la CRH grâce à son recrutement au 
promoteur via une interaction directe avec Nur77 et SRC2 (252). La stimulation par la 
CRH induit également le recrutement de TIF1β/KAP1 sur Nur77. Dans cette condition, il 
agit à titre de coactivateur alors qu'il est généralement connu pour avoir une action 
répressive (253). D'autres FT ayant une importance minoritaire ont été réputés participer à 
l'action de la CRH, plus particulièrement via l'activation du facteur CREB et de AP-1 qui 
sont recrutés à son élément de réponse dans le début de l'exon 1 de la Pomc (254;255). En 
addition à l'action de CRH, la cytokine pro-inflammatoire IL1 augmente l'activité de Nur77 
par l'entremise de la protéine kinase p38 (256). IL1 induit également la production de LIF 
et IL6 par les cellules corticotropes dont la fonction a été attribuée à une régulation 
auto/paracrine de l'activité corticotrope (257).  
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1.4.2.2. Activation par LIF 
 La présence de cytokines pro-inflammatoires dans le sang est ressentie par les 
cellules corticotropes, la résultante est l'induction de la transcription de la Pomc et la 
libération d'ACTH. Il existe un synergisme important entre ces cytokines et la voie CRH 
dans l'activation de l'axe HPA. Premièrement, il induisent la production/libération de la 
CRH, mais également des cytokines LIF/IL6 par les neurones hypothalamiques. De façon 
importante, les cytokines membres de la famille IL6 activent directement la transcription de 
la Pomc, par l'intermédiaire de la voie de signalisation Jak-Stat. De la famille IL6 de 
cytokines (IL6, LIF, oncostatine M, interleukine 11, "ciliary neurotrophic factor" et 
cardiotrophine 1), LIF est celle qui induit le plus fortement les corticotropes. Ces 
interleukines sont reconnues par un récepteur hétérodimérique transmembranaire qui est 
constitué de la portion commune et ubiquitaire gp130, de même qu'une portion spécifique à 
chacun des membres de la famille, dans le cas présent le récepteur à LIF (LIFR) (258). 
L'association de LIF avec le récepteur LIFR provoque la dimérisation avec la sous-unité 
transactivatrice gp130 et il s'en suit une série de phosphorylations. La Janus tyrosine kinase 
(Jak) s'auto-phosphoryle pour ensuite phosphoryler son partenaire gp130, ce qui crée un 
site d'ancrage pour des protéines ayant un domaine SH2, comme les Stat. Ainsi, cette JAK 
activée devient en étroite proximité et phosphoryle Stat1 et/ou Stat3 sur un résidu tyrosine, 
Y701 et Y705 respectivement. L'ajout de ce groupement phosphate permet une homo ou 
hétérodimérisation, ainsi que la translocation nucléaire de Stat1/3 qui peuvent maintenant 
lier l'ADN (101;259;260). Le motif de reconnaissance à l'ADN est un élément de 9 pb, le 
SBE (Stat binding element) dont la séquence consensus est TTCCGGGAA.  
 
 Parmi les milliers de site de liaison de Stat3 dans le génome, deux sont dignes de 
mention. Premièrement, comme plusieurs facteurs de transcription, Stat3 lie sont propre 
promoteur pour auto-activer sa transcription. Le second est Socs3 (suppressor of cytokine 
signaling) dont le locus est parsemé d'une vingtaine de sites de Stat3, dont un au promoteur 
a été bien décrit dans la cellule corticotrope. Suite à une stimulation LIF, la transcription de 
Socs3 augmente de façon drastique (261). L'augmentation rapide du niveau de Socs3 
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permet, comme son nom l'indique, de freiner l'activation de la voie Jak-Stat. Par son 
domaine SH2, Socs3 interagit avec le site d'autophosphorylation des Jak et ainsi bloque son 
potentiel activateur (262;263). Par conséquent, l'activation de Socs3 en réponse à LIF 
constitue un autre moyen de limiter et contrôler le niveau de production de la POMC (264). 
 
     Au promoteur Pomc, l'action de LIF/Stat3 a été attribuée à deux régions (265). La 
position du site actif dans la région proximale n'a pas été déterminée, mais dans la région 
distale, Stat3 lie un SBE qui est partiellement superposé au NurRE pour former l'élément 
NurRE-STAT (265-268). L'organisation spatiale de cet élément permet effectivement le co-
recrutement de Nur77 et Stat3, tel que montré grâce leur structure crystallographique (266). 
La synergie entre ces deux facteurs semble être grandement dépendante du co-recrutement 
par des interactions protéine:protéine du facteur CREB, donc ce dernier ne lie pas 
directement l'ADN. En effet, l'abolition du site de phosphorylation S133 qui est 
normalement activé par la CRH via la PKA, l'utilisation d'un dominant négatif de CREB ou 
son invalidation par un siRNA spécifique abroge presque complètement la synergie 
CRH/LIF sur le NurRE-STAT (266). Par contre, la mutation de ce site n'affecte que 
partiellement la réponse du promoteur à LIF, indiquant que le site proximal ou d'autres FT 
pourraient être impliqués (cette éventualité sera discutée dans la discussion au chapitre 5). 
Il est également à noter que l'action de LIF est indépendante de la voie AMPc (258). 
Malgré qu'il ne s'agit vraisemblablement pas d'intercommunication directe entre les voies 
CRH et LIF, cette dernière accroît rapidement la transcription de c-fos et de JunB formant 
le dimère AP-1 dont la liaison est induite par le CRH. Des expériences de mutagenèse 
indiquent que le site AP-1 de l'exon 1 contribue environ à 20% de la réponse du promoteur 
à LIF et/ou CRH, alors que le NurRE-STAT fait environ 50% du travail (269). Il est donc 
vraisemblable que d'autres FT ou région du promoteur soient impliqués dans la réponse à 
LIF. Il a été montré que la stimulation LIF induit la transcription et l'activité de C/EBPβ, en 
retour celui-ci active la transcription de Pomc (270). Par contre, le ou les site(s) d'action de 
C/EBPβ sur le promoteur Pomc n'ont pas été identifiés (voir le chapitre 5 pour des pistes de 
solution).  
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1.4.2.3. Répression par les glucocorticoïdes  
 La rétro-inhibition du gène Pomc par les Gc est fondamental dans le contrôle 
adéquat de l'axe HPA et en résultante, du contrôle des stress. Les tumeurs corticotropes 
hypophysaires perdent très souvent cette sensibilité aux Gc, ce qui engendre les symptômes 
associés à la maladie de Cushing. Le laboratoire a identifié deux mécanismes différents 
permettant la répression du promoteur par GR.   
 
 Le site proximal de liaison monomérique des facteur Nur (NBRE) chevauche un 
élément qui est impliqué in vitro dans la répression du promoteur par les Gc. Ce site, appelé 
nGRE pour negative GRE, recrutement GR sous une forme trimérique (158;271). Le 
mécanisme par lequel GR exerce son action répressive sur ce site n'est toujours pas élucidé. 
Une hypothèse serait par une compétition avec les Nur pour l'espace lui permettant de lier 
cette région. Bien que ceci soit possible, la contribution du NBRE à l'activité du promoteur 
est minime. Néanmoins, les souris GRdim/dim exprimant un GR déficient dans sa capacité de 
dimériser, donc de lier le nGRE, affichent une réduction de rétro-inhibition des Gc au 
niveau hypophysaire (169). Ainsi, il semble que le nGRE ait une certaine contribution 
biologique dans cette boucle de rétroaction.  
 
 Le second mécanisme implique la transrépression de Nur77 par GR au niveau du 
NurRE situé dans la région distale du promoteur (272). Tout comme pour le tethering sur 
NF-κB et AP-1, GR est recruté sur Nur77 par contact protéine:protéine sous forme 
monomérique. L'antagonisme de GR s'exerce sur les trois membres de la famille Nur et leur 
interaction est médiée par leur DBD respectif, bien que la liaison de GR à l'ADN ne soit 
pas en cause (273). Cette interaction est stabilisée par le recrutement de Brg1, la sous-unité 
ATPase du complexe de remodelage de la chromatine Swi/Snf (153). Bien que Brg1 soit 
constitutivement associé au promoteur, il est requis pour l'assemblage Gc-dépendant du 
complexe corépresseur contenant GR et HDAC2. Le recrutement de HDAC2 induit une 
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déacétylation de l'histone H4 sur le promoteur Pomc qui semble essentielle puisque 
l'utilisation d'inhibiteurs de HDAC abroge la transrépression des Gc et à de fortes 
concentrations, le promoteur devient activable par les Gc (153). L'importance des 
molécules impliquées dans ce complexe transrépresseur fut confirmée par la perte de leur 
expression chez des tumeurs corticotropes (canines et humaines) résistantes à la rétro-
inhibition des Gc étant causal de la maladie de Cushing (153). En somme, les Gc n'affectent 
pas le recrutement des facteurs tels que Stat3, Nur77, de même que des coactivateurs 
(TIF1β et SRC2), mais semblent plutôt modifier la composition des complexes 
corégulateurs pour modifier l'activité de certains ou pour y inclure des molécules 
répressives (HDAC2).  
 
 Le promoteur Pomc constitue une exception dans la régulation transcriptionnelle, 
puisque le niveau de base de son expression est extrêmement élevé, alors tous les signaux 
l'affectant tentent d'influencer cet état d'activation. D'autres FT ou corégulateurs seront 
certainement associés avec le contrôle du niveau de base, de l'activation de LIF et CRH, de 
la répression Dex, mais également avec les nombreux autres signaux affectant la 
transcription de la Pomc. Les dernières avancées technologiques dans l'analyse des 
fragments de ChIP nous permet de localiser avec une précision sans précédent les protéines 
associées avec la chromatine. Elles ont entre autres permis d'identifier un nouvel enhancer 
cortico-préférentiel de la Pomc situé à -7 Kb de son TSS (voir le chapitre 2). Mes 
investigations de ChIP-seq de Stat3 et GR m'ont également permis de soulever de nouvelles 
hypothèses sur la régulation du promoteur Pomc par ces voies de signalisation (voir le 
chapitre 5).      
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1.5. Hypothèses et objectifs 
 Les cellules corticotropes de l'adénohypophyse exercent une fonction capitale au 
centre de l'axe HPA pour le maintien de l'homéostasie en réponses aux stress qui nous 
affligent. L'organisation tissulaire des corticotropes fait qu'elles sont constamment exposées 
aux signaux transportés dans le flot sanguin en plus de molécules provenant d'une sécrétion 
paracrine. Nous savons que ces cellules réagissent prestement à de multiples signaux pour 
le contrôle de la sécrétion et de la transcription de Pomc. Par contre, outre l'activation de la 
transcription de Pomc par la CRH hypothalamique et les cytokines pro-inflammatoires, la 
rétro-inhibition par les Gc surrénaliens et l'importance de certains facteurs dans la cascade 
développementale, nous connaissons bien peu de chose de la biologie de ces cellules 
essentielles.  
 
 La ligne directrice de mes travaux de doctorat présentés dans cet ouvrage fut 
d'investiguer la réponse globale des cellules corticotropes face à la cytokine pro-
inflammatoire LIF et aux glucocorticoïdes. Un pan important de ces travaux voulait 
également comprendre l'interaction entre ces deux voies. L'avancement rapide des 
technologies nous permet d'aborder nos questions de façon très différente de la biologie 
moléculaire classique. J'ai opté pour l'utilisation de techniques génomique permettant 
l'analyse simultanée de tous les changements qui s'opèrent dans la cellules. Ainsi, à l'aide 
d'un modèle de corticotropes en culture, j'ai observé les modifications d'expression génique 
grâce à des micropuces d'ADN en réponse à ces deux stimuli, individuellement ou en 
combinaison. De façon inattendue, cette étude dans les cellules corticotropes, m'a permis 
d'identifier un mécanisme de défense mis en branle par toutes les cellules de l'organisme et 
qui est activé de façon synergique par les voies LIF/Stat3 et Gc/GR. Cette réponse 
pléiotropique s'ajoute à la réponse immunitaire innée afin de défendre notre organisme. 
 
 J'ai ensuite exploré les mécanismes moléculaires sous-jacents aux interrelations 
entre ces voies par une technique d'immunoprécipitation de chromatine couplée avec 
l'hybridation sur des micropuces d'ADN (ChIP-chip) ou au séquençage massif des 
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fragments d'ADN recueillis (ChIP-seq). Le ChIP-chip de Stat3 sur des puces couvrant 
entièrement le génome a révélé que ce FT lie une pléiade de sites, mais de façon 
surprenante il est recruté sur un élément de réponse situé à 7 Kb en amont de Pomc. Bien 
que des publications antérieures utilisant des souris transgéniques ne laissait pas présager 
que cette séquence puisse avoir une quelconque activité régulatrice, j'ai voulu y voir plus 
clair. Contre toute attente, cette région s'est avérée avoir une activité hautement 
histospécifique aux cellules POMC hypophysaires avec un biais significatif envers les 
cellules corticotropes. Cette séquence mobilise les mêmes facteurs que le promoteur, à 
l'exception de Pitx1 qui est un partenaire obligatoire de Tpit au promoteur. En fait, l'activité 
de cette séquence est dépendante du recrutement d'un homodimère de Tpit étant attaché au 
premier site palindromique naturel pour un facteur à boîte T.       
 
 L'identification des sites de liaison de Stat3 et GR par la méthode très sensible 
qu'est le ChIP-seq, m'a permis d'explorer les interactions entre ces facteurs au niveau de la 
chromatine. L'activation synergique de plusieurs gènes et l'antagonisme qu'exercent LIF et 
Gc sur la Pomc était suggestive de régulations complexes. En effet, j'ai pu mettre à jour les 
différentes modalités que ces FT utilisent pour s'influencer. Premièrement, la synergie 
transcriptionnelle est attribuée à deux situations: 1) leur recrutement commun à l'ADN sur 
des sites à proximité (peu importe l'arrangement) et 2) le tethering de Stat3 sur GR. Par 
opposition, un antagonisme transcriptionnel est déclenché par le tethering de GR sur Stat3. 
En plus de ces effets transcriptionnels, j'ai prouvé que GR et Stat3 peuvent être recrutés à la 
chromatine sans contact à l'ADN et qu'il s'agit d'un mécanisme fréquemment utilisé. De 
plus, j'ai confirmé que la répression transcriptionnelle conduite par les Gc n'implique pas la 
liaison directe de GR à l'ADN. Ces interactions apportent une lumière nouvelle sur les 
actions pro- et anti-inflammatoires de ces deux composés essentiels à notre survie face aux 
agressions.    
 
  
Chapitre 2 : A Pituitary-Specific Enhancer of the POMC Gene with 
Preferential Activity in Corticotrope Cells 
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2.1. Avant-propos 
2.1.1. Publication 
 Cet article a été publié dans la revue Molecular Endocrinology en février 2011 
(Langlais et al. Mol Endocrinol. 2011 Feb;25(2):348-59. Epub 2010 Dec 30). 
 
2.1.2. Contribution des auteurs 
 J'ai conçu et effectué la majorité des expérimentations et analyses bioinformatiques 
qui ont mené à cette publication. Guillaume Sylvian-Drolet a généré les premiers 
rapporteurs luciférases sous ma direction lors d'un stage d'été. Catherine Couture a fait 
l'expérience de retard sur gel de la figure 2.5. Elle a également participé à divers clonages 
visant à créer les rapporteurs et les transfections en découlant. Elle a mis un effort 
particulier pour le clonage ardu du locus complet de la POMC (figure 2.2A).  
  
2.1.3. Contexte 
 L'expression histospécifique et la réponse hormonale du gène Pomc dans les 
cellules corticotropes de l'hypophyse est contrôlée par une courte région promotrice. Cette 
région a été longuement étudiée par notre laboratoire et d'autres, ce qui nous a permis 
d'identifier une multitude de voies de signalisation et de FT qui convergent sur cette région 
régulatrice. La liaison concomitante de Tpit et Pitx sur l'élément Tpit/PitxRE constitue le 
principal mécanisme contrôlant l'expression histospécifique dans les cellules POMC 
hypophysaires. Par contre, l'utilisation de cette région promotrice pour contrôler 
l'expression de gènes rapporteurs dans des souris transgéniques nous a permis d'observer 
une expression préférentielle dans les cellules mélanotropes du lobe intermédiaire. 
Historiquement, plusieurs groupes ont tenté d'identifier d'autres séquences régulatrices dans 
le locus Pomc. Les souris transgéniques découlant de troncations du locus ont mis le doigt 
sur deux enhancers situés à -12 Kb et -10 Kb contrôlant l'expression dans les neurones 
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POMC hypothalamiques. Par ailleurs, aucun autre enhancer ne fut découvert, que ce soit 
pour l'expression dans la peau ou affectant l'expression hypophysaire. 
 
 Dans le but d'étudier la réponse globale des cellules corticotropes aux cytokines 
pro-inflammatoire, j'ai déterminé les sites de liaison de Stat3 grâce à des expériences de 
ChIP-chip sur des puces couvrant complètement le génome. De façon inattendue, j'ai 
découvert un site de liaison situé à -7 Kb du site d'initiation de la transcription de Pomc. 
L'analyse bioinformatique de cette région nous indique qu'elle est conservée chez les 
mammifères et qu'elle contient des sites de liaison pour les FT étant importants pour 
l'activité du promoteur, à l'exception de Pitx1. En effet, tous ces FT ayant un site prédit sont 
recrutés. Sachant que Tpit est incapable de lier le promoteur en l'absence de Pitx1, une 
question s'impose : quel est le mode de recrutement de Tpit à l'enhancer? Une combinaison 
de ChIP, de mutagénèse sur des rapporteurs luciférases et de retard sur gel, nous a permis 
d'identifier le premier site palindromique naturel pour un facteur à boîte T. Ainsi, un 
homodimère de Tpit est associé à l'enhancer ce qui explique son indépendance à Pitx1. De 
plus, comme cette association avec Tpit le suggère, ce nouvel enhancer dirige une 
expression strictement restreinte aux cellules POMC hypophysaires. De façon intéressante, 
en opposition avec le promoteur, son activité affiche un biais remarquablement 
corticotrope. En somme, l'étude présentée dans le présent chapitre identifie une nouvelle 
séquence régulatrice dépendante d'un site palindromique de Tpit dirigeant une expression 
cortico-préférentielle du gène Pomc.     
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2.2. Summary 
 Cell-specific expression of the pituitary pro-opiomelanocortin (POMC) gene 
depends on the combination of tissue- and cell-restricted transcription factors such as Pitx1 
and Tpit. These factors act on the proximal POMC promoter together with transcription 
factors that integrate inputs from signalling pathways. We now report the identification of 
an upstream enhancer in the POMC locus that is targeted by the same subset of 
transcription factors, except Pitx1. This enhancer located at -7kb in the mouse POMC gene 
is highly dependent on Tpit for activity. Whereas Tpit requires Pitx1 for action on the 
promoter, it acts on the -7kb enhancer as homodimers binding to a palindromic Tpit 
response element (TpitRE). Both half-sites of the TpitRE palindrome and Tpit 
homodimerization are required for activity. In vivo, the enhancer exhibits preferential 
activity in corticotrope cells of the anterior lobe whereas the promoter exhibits preference 
for intermediate lobe melanotropes. The enhancer is conserved among different species 
with the TpitRE palindrome localized at the center of conserved sequences. However, the 
mouse and human -7kb enhancers do not exhibit conservation of hormone responsiveness 
and may differ in their relative importance for POMC expression. In summary, pituitary 
expression of the POMC gene relies on an upstream enhancer that complements the activity 
of the proximal promoter with Tpit as the major regulator of both regulatory regions. 
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2.3. Introduction 
 Regulatory mechanisms for gene transcription are very flexible and many different 
scenarios can achieve similar outputs of transcription. In particular, recent data have 
beautifully illustrated the very pliable nature of regulatory sequences such as enhancers and 
their rapid evolution when comparing related species (1). Whereas the relative contribution 
of individual regulatory elements vary when comparing homologous genes between 
species, the nature of their building blocks, i.e. the binding sites for transcription factors, is 
more conserved. Indeed, it appears that the combination of transcription factor binding 
sites, and hence their cognate factors, is a more specific signature for individual genes and 
their regulatory landscape. 
 
 Consistent with this emerging picture, the identification of pituitary-restricted 
transcription factors has been the most instructive on mechanisms for pituitary-specific 
gene expression, cell differentiation and organogenesis. While most currently known 
transcription factors with restricted pituitary expression were initially characterized for their 
action on cognate binding sites within the promoters of hormone coding genes, the same 
transcription factors are also acting at multiple distant regulatory elements and enhancers 
that contribute to pituitary-specific and hormone-regulated transcription. The expression of 
some of these factors, such as Pitx1, Pitx2, Lhx3 and Lhx4, precede pituitary 
organogenesis; these factors are important from early phases of pituitary development till 
adulthood where they contribute to combinatorial programs for transcription of pituitary-
specific genes (2). Thus, the Pitx factors were found to act as pan-pituitary transcription 
factors with DNA binding sites identified in regulatory sequences of all pituitary hormone 
coding genes (3). 
  
 Other factors exhibit expression in a subset of pituitary lineages, and accordingly 
were found to be required for differentiation of these lineages and for sustained expression 
of the corresponding hormone-coding genes. Indeed, the Prop1 and Pit1 transcription 
factors are critical regulators of the genetic programs for somatotrope cells expressing GH, 
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lactotropes expressing PRL and thyrotropes expressing TSH (4-7). Similarly, the highly 
lineage-restricted transcription factors Tpit and SF1 are required for terminal differentiation 
of the corticotrope/melanotrope and gonadotrope lineages, and for cell-specific 
transcription of the pro-opiomelanocortin (POMC) and gonadotropin genes, respectively 
(8;9). Combinations of binding sites for these cell-restricted factors together with targets of 
ubiquitous transcription factors such as those mediating the action of signalling pathways, 
are present within regulatory sequences, promoters and enhancers, that direct pituitary-
specific gene expression. 
 
 The pituitary POMC gene has the unique feature of marking two different pituitary 
lineages, the corticotropes and melanotropes. However, transcriptional regulation and 
processing of the polypeptide precursor POMC is unique to each lineage (10). Pituitary 
transcription of POMC was shown to depend on a -480bp proximal promoter that targets in 
vivo expression in both corticotropes and melanotropes (11-15). Extensive characterization 
of this promoter led to the discovery of the Pitx homeobox transcription factors as well as 
that of Tpit. The search for other regulatory sequences of the POMC gene has led to the 
identification of distal upstream enhancers located at -12kb and -10kb, that are involved in 
hypothalamic expression of POMC (16;17). Although it reproduces the qualitative 
specificity of pituitary POMC expression in transgenic mice, the proximal promoter does 
not quantitatively reproduce expression of pituitary POMC, in particular when comparing 
corticotrope with melanotrope expression (12). 
 
 While using genome-wide approaches to investigate regulatory mechanisms active 
in pituitary corticotrope cells, we identified in vivo binding sites by chromatin 
immunoprecipitation (ChIP) for various transcription factors in an upstream region of the 
POMC gene that had not previously been characterized. The present report demonstrates 
that a region located at about -7kb upstream of transcription initiation has enhancer 
properties with preferential activity in pituitary corticotropes compared to melanotropes. 
The activity of this pituitary-specific enhancer is highly dependent on a palindromic 
  
 
74
binding site for homodimers of the POMC lineage-restricted factor Tpit. Interestingly, 
comparison of -7kb POMC enhancer and promoter sequences in different species revealed 
a high degree of conservation for the enhancer Tpit palindrome that is not as great as the 
Tpit binding site of the promoter. Notwithstanding this variability of sequence 
conservation, both human promoter and enhancer exhibit conserved dependence on Tpit for 
activity, highlighting the critical importance of cell-specific transcription factors for 
expression. The variability of regulatory sequences is further illustrated by species 
differences in hormone responsiveness of the -7kb enhancer. The present report identifies a 
novel enhancer for pituitary-specific expression of the POMC gene and identifies species 
variability in the relative importance of promoters and enhancers. 
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2.4. Results 
2.4.1 A candidate regulatory element in the POMC locus 
 Whole-genome ChIP-chip (chromatin immunoprecipitation analyzed on DNA 
microarrays) in AtT-20 cells that have corticotrope properties and express POMC, revealed 
two regions of Stat3 recruitment at the POMC locus (18). The most proximal peak 
corresponds to known Stat3 binding in the promoter region (19;20). The distal peak is 
located 7kb upstream of the transcription start site and coincides with a region that is well 
conserved in mammals (Fig. 1A). In silico analyses of this region for putative transcription 
factor binding sites (TFBS) revealed the presence of a binding motif for Stat3, but also 
predicted GRE sites for the glucocorticoid receptor (GR), NBRE for nuclear receptors of 
the Nur subfamily, E boxes that are binding sites for transcription factors of the bHLH 
family, and finally, a palindromic element composed of two binding sites for transcription 
factors of the T or brachyury family (TpitREpal and Fig. 1B). We then used ChIP to assess 
the presence of cognate transcription factors at the predicted sites. We confirmed the 
occupancy of Nurr1, GR and Stat3 after treatment with the appropriate stimuli (CRH, Dex 
and LIF, respectively). NeuroD1 and Tpit recruitment was also observed (Fig. 1C). It is 
noteworthy that these same transcription factors are present and known to be important for 
activity of the POMC promoter (Fig. 1D, E). A major difference is however the presence of 
Pitx1 at the promoter and its absolute requirement for action of Tpit (8). In contrast, there 
are no predicted Pitx binding sites in the -7kb region, nor is there recruitment of the protein 
in this region as assessed by ChIP (Fig. 1B, C). Thus, the -7kb region of the POMC locus 
recruits most of the transcription factors previously documented to be important for 
regulated expression of this gene. 
 
2.4.2 The -7kb region has typical enhancer properties 
 In order to evaluate the properties of the -7kb putative regulatory sequences, we 
inserted an 832bp fragment encompassing this conserved region into a variety of luciferase 
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reporter plasmids. Previous work had highlighted the importance of the -480bp proximal 
promoter and not identified further active sequences up to -4.5kb (21;22). We thus 
compared the activity of a 6.9kb promoter fragment with a longer one extending to -7.7kb 
and encompassing the putative 832bp enhancer domain: the addition of the -7.7kb domain 
increased activity by about 30-fold (Fig. 2A). In order to determine whether the 862bp 
fragment has classical enhancer activity, we assessed its activity on its own and at various 
positions relative to the proximal promoter. Thus, the -7kb domain exhibited transcriptional 
activity when inserted upstream of a minimal promoter or of the proximal promoter, 
irrespective of its orientation; it was also active when inserted downstream of the reporter 
(Fig. 2B). The enhancer thus has classical enhancer properties and in order to assess its cell 
specificity, we assayed the activity of reporters in various cell lines. In cells of pituitary 
origin, the αT3 gonadotrope cells, the enhancer had weak activity and it was almost devoid 
of transcriptional activity in heterologous cells (293T and Cos1) (Fig. S1A-D). We also 
tested whether the enhancer sequence may be hormone responsive in addition to exhibiting 
cell specificity: these experiments did not reveal any significant response of the enhancer to 
CRH, to the glucocorticoid dexamethasone (Dex), to the cytokine LIF or to combinations 
of these agents (Fig. 2C). While the cell specificity of the enhancer is consistent with the 
presence of Tpit at the -7kb enhancer in AtT-20 cells (Fig.1 C), its inability to respond to 
CRH, LIF and Dex is puzzling since the enhancer was also shown by ChIP to recruit Nurr1, 
Stat3 and GR. The enhancer’s unresponsiveness to hormone stimulation was further 
supported by analysis of the reporter containing the entire -7.7kb region: this reporter 
responded to hormone stimulations in much the same way as the proximal -480bp 
promoter, and no more (Fig. 2C). 
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2.4.3. Enhancer activity is highly dependent on a palindromic Tpit binding 
site 
 We focused first on the molecular basis for cell specificity of the -7kb enhancer. 
The in silico binding site predictions identified a putative palindromic Tbox response 
element (Fig. 3A). The putative TpitREpal is completely conserved in mice and humans 
and highly homologous to a consensus TbxRE. We mutated each half site individually and 
in combination in order to assess their importance for enhancer activity (Fig. 3A). When 
assessed together with the minimal POMC promoter, enhancer activity was severely 
reduced by mutagenesis of either half site and completely abrogated by their combined 
mutation (Fig. 3B). Similarly, the loss of enhancer activity was severe when the TpitREpal 
mutations were assessed in a reporter construct that contained the proximal promoter (Fig. 
3C); in this context, the single and double mutants were as effective as each other and 
abolished enhancer activity. We have previously shown that Tpit requires Pitx1 to form 
heterodimers that bind and act on the Tpit/PitxRE of the proximal POMC promoter (8). We 
thus tested the effect of mutations introduced over either the Tpit or Pitx binding sites of the 
proximal promoter and their combination on the activity of the reporter that contains both 
promoter and enhancer (Fig. 3C). All three mutants had similar effects and decreased 
reporter activity by 2- to 3-fold. Combined mutations of the TpitREpal of the enhancer and 
of the Tpit/PitxRE of the promoter completely abolished activity of enhancer and promoter 
(Fig. 3C). Finally, we compared the activity of oligonucleotide reporters containing the 
TpitREpal from the POMC enhancer with similar oligonucleotides containing the 
consensus TbxRE and found both to be similarly active (Fig. 3D). In this isolated context, 
mutagenesis of each half site again had a dramatic effect on TpitREpal activity (Fig. 3D). 
 
 We then assessed Tpit’s ability to activate enhancer reporters since the high degree 
of conservation between TbxRE and TpitREpal might be taken to suggest that any Tbox 
factor may account for the activity of the TpitREpal in AtT-20 cells. Co-transfection 
experiments were thus conducted in αT3 cells, a model of pituitary gonadotrope cells that 
do not express Tpit. In this heterologous system, increasing doses of Tpit activate the 
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proximal POMC promoter up to about 3-fold whereas the enhancer construct was 
stimulated up to 6-fold by Tpit expression. Together, promoter and enhancer resulted in a 
synergistic activation of about 15-fold. Mutations of the TpitREpal half sites completely 
abrogated the ability to respond to Tpit (Fig. 4A). In further support of the importance of 
Tpit dimers for TpitRE activation, we used a natural TPIT mutant identified in isolated 
ACTH deficiency patients, Tpit M86R (23). Tpit M86R was previously shown to bind a 
TbxRE as monomer but it is not able to dimerize and form homodimers on this sequence or 
to dimerize with Pitx1 for binding to the Tpit/PitxRE of the promoter. The ability of Tpit 
M86R to activate either enhancer, promoter or enhancer+promoter constructs is severely 
curtailed (Fig. 4B, C) in agreement with a requirement on Tpit dimers for activation of the 
TpitRE. When we compared the ability of Tpit or Tpit M86R to activate the consensus 
TbxRE or TpitREpal reporters, it appeared that the TpitREpal of the POMC enhancer is 
more sensitive to the dimerization defect of Tpit M86R than the consensus TbxRE (Fig. 
4D). 
 
 We next assessed the in vitro binding properties of wild-type and M86R Tpit on the 
TbxRE probe, and compared it to the TpitREpal of the POMC enhancer. We had previously 
shown that Tpit binds the TbxRE as monomer and homodimer (9) (Fig. 5, lanes 2,3). 
Similarly, we had shown that Tpit M86R only binds this probe as monomer (23) (Fig. 5, 
lanes 4, 5). Interestingly, the TpitREpal probe only revealed a single band with wild-type 
Tpit that co-migrates with the dimers observed with the TbxRE probe (Fig. 5, lane 7). This 
band is supershifted by the Tpit antibody (lane 8). And significantly, the TpitREpal probe is 
not bound in similar in vitro conditions by Tpit M86R (Fig. 5, lanes 9-10), in agreement 
with the greater sensitivity of this target sequence to the dimerization mutation in 
transfection assays (Fig. 4D). Finally, mutagenesis of either half site of the TpitREpal 
completely prevented in vitro binding of Tpit or Tpit M86R (Fig.5, lanes 12-15 and 17-20). 
In summary, the TpitREpal is highly dependent on Tpit dimers for binding and either 
mutagenesis of one half site or the Tpit M86R dimerization deficient mutant completely 
abolished its in vitro binding. 
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2.4.4. The -7kb POMC enhancer exhibits preference for anterior pituitary 
corticotropes 
 The in vivo properties of the -7kb enhancer were assessed by transient transgenesis 
in mice. For this purpose, we used LacZ reporter transgenes and assessed their activity at 
the cellular level in e17.5 founder mouse embryos. The -480bp POMC promoter was 
previously shown to direct expression only in the pituitary and in both corticotropes and 
melanotropes (11-15). In agreement with previous reports, we found significant penetrance 
of the promoter transgene in pituitary corticotropes and melanotropes (Fig. 6A) as assessed 
by co-labelling for Tpit and the βGal marker from the transgene. A reporter containing the -
7kb enhancer upstream of the minimal promoter was also expressed in pituitary and in no 
other tissue (Fig. 6A and data not shown), and within the pituitary expression of this 
transgene was limited to Tpit-positive cells. Similarly, a transgene containing both -7kb 
enhancer and proximal promoter exhibited corticotrope/melanotrope specificity (Fig. 6A). 
We and others have previously noticed that the -480bp POMC promoter has a slight 
preference for expression in intermediate lobe melanotropes compared to anterior lobe. In 
order to assess this preference and compare it to enhancer activity, we quantified the ratio 
of βGal/Tpit-double positive cells over the total number of Tpit-positive cells in pituitaries 
of mice harbouring the three transgenes. This analysis (Fig. 6B) confirmed a preference of 
the -480bp promoter for IL melanotropes whereas the enhancer construct exhibited the 
reverse preference with a 2-fold more frequent co-expression with Tpit in the anterior 
relative to intermediate lobe. The transgene containing both had a somewhat intermediate 
preference for anterior corticotropes. These data indicated that the POMC enhancer and 
promoter have opposite preferences when assessed in vivo and together, they balance each 
other such that the resulting combined transgene shows little lineage preference. These data 
clearly support a role for both promoter and enhancer for in vivo expression of the POMC 
gene. Further support for the in vivo activity of the -7kb enhancer came from ChIP analyses 
of the Mediator complex protein Med12 at the POMC promoter and enhancer (Fig. 1C, E). 
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Indeed, a recent study has identified the Mediator complex and proteins of the cohesin 
family as critical components for bridging active enhancers with their corresponding 
promoter (24). The presence of Med12 at the -7kb enhancer is thus in support of the 
activity of this enhancer in AtT-20 cells. The activity of the -7kb enhancer is also supported 
by ChIP detection of p300 (25) at the enhancer (Fig. 1C). 
 
2.4.5. Species differences in POMC regulatory sequences 
 The high degree of conservation of the TpitREpal in human and mouse POMC 
enhancers contrasts with the weaker conservation of the Tpit binding motif in the human 
Tpit/PitxRE (Fig. 7A and S2). In fact, the putative human Tpit binding site of the promoter 
Tpit/PitxRE is so poorly conserved that is not recognized by any in silico algorithm and one 
may be justified to challenge the importance of Tpit for activity of the human promoter. In 
order to assess the relative importance of the human promoter and enhancer compared to 
rodents, we made similar luciferase reporters containing the human promoter and/or 
enhancer. The activity of these reporters was assessed by transfection in AtT-20 cells and 
compared with the rodent sequences that were previously characterized. This analysis 
revealed that both human enhancer and promoter are active and exhibit synergism (much 
like the rodent regulatory sequences) but they are less active when assessed in the mouse 
AtT-20 cells (Fig. 7B). The species differences between the cognate transcription factors 
may account for the lesser activity of human sequences. Complementation of Tpit activity 
in αT3 cells stimulated both human promoter and enhancer (Fig. 7C). The data thus support 
action of Tpit on the human Tpit/PitxRE despite its poor conservation. A direct assessment 
of the Tpit/PitxRE potency was carried out using reporters containing three copies of 
Tpit/PitxRE from rat, mouse and human. This analysis (Fig. 7D) showed that all three are 
responsive to Tpit but that their relative activities correlate well with sequence conservation 
of the Tpit binding site by comparison to a canonical Tbox factor binding site. 
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 The in silico analyses of the human orthologous enhancer region revealed predicted 
TFBS (Fig. 7E) that are similar to those that were predicted and found to recruit cognate 
factors in the mouse (Fig. 1B). Surprisingly and in contrast to the mouse enhancer (Fig. 
2C), the human enhancer reporter was found to be responsive to CRH but not to LIF (Fig. 
7F). Whereas the enhancer is not responsive to Dex alone, Dex significantly repressed 
CRH-stimulated activity. It is striking that the human enhancer is predicted to have very 
good Stat3 binding sites as well as multiple NBRE sequences, but no GRE (Fig. 7E). As for 
the mouse enhancer, it thus appears that the presence of either in silico predicted site or 
occupancy as revealed by ChIP are not good predictors of the activity of the enhancer 
regulatory sequences since the mouse enhancer was found to be unresponsive to hormones 
despite the presence of appropriate binding sites and the human enhancer responded to 
CRH and Dex but not to LIF despite the presence of bona fide Stat3 sites. Collectively, 
these data suggest that protein:protein interactions and protein context at regulatory 
sequences are critical to determine the potency of specific transcription factors to modulate 
transcription. These data suggest that POMC promoter and enhancer may play different 
roles depending on the species. 
 
 In order to evaluate variation in these sequence motifs in evolution, we examined 
UCSC multi-species comparisons of POMC locus (Fig. S3A). Interestingly this comparison 
reveals conservation of the POMC enhancer (Fig. S3B) across mammals, with some 
exceptions like guinea pig, chimp, orang-utan and cat. This uneven conservation contrasts 
with the more global conservation of the hypothalamic enhancers nPE1 and nPE2 and the 
promoter (Fig. S3A, C). 
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2.5. Discussion 
 The quest to identify relevant regulatory sequences has been ongoing since the 
advent of gene regulation studies and it is still a challenge. Very recent genomic studies 
have identified markers of chromatin structure that appear to present the most hopeful and 
generally applicable approach to this quest but it is still a relatively challenging trial-and-
error endeavour. It is now clear that most mammalian genes have multiple regulatory 
enhancers that may be very distant from protein-coding sequences. Further, these 
regulatory modules/enhancers are used in different combinations to target cell-specific 
expression of genes that are expressed in multiple cells or tissues. In the present work, we 
have queried the relevance of sequences located about 7kb upstream of the POMC gene 
transcription start site because of the identification through chromatin immunoprecipitation 
of different transcription factors in this region, initially Stat3 followed by many other 
factors known to be critical for the corticotrope-specific program of gene expression. The -
7kb enhancer is highly conserved among mammalian species but that in itself is not always 
a sufficient criterion to discriminate relevant regulatory sequences. The presence of general 
co-activators such as p300 at most active enhancers is a good predictor of regulatory 
sequences (25;26). Further, the recently observed link provided between active tissue-
specific enhancers and promoters by the Mediator complex and cohesins (24) provides the 
most powerful tool to identify enhancers that are active in a cell-specific context. Hence, 
demonstration of strong recruitment of p300 and of the Mediator protein Med12 at the 
POMC -7kb enhancer is a strong argument to suggest that this enhancer is active in AtT-20 
cells. In this context, it is noteworthy that Stat3 or any of the other proteins that we have 
assessed, is not present at two other upstream enhancers of the POMC locus, namely the 
nPE1 and nPE2 elements that have been otherwise associated with neuronal expression of 
POMC (16). The chromatin marks studied in the present work are therefore consistent with 
activity of the -7kb enhancer in AtT-20 cells (and in pituitary) whereas the upstream nPE1 
and nPE2 appear irrelevant for pituitary expression, in contrast to their importance for 
driving POMC expression in the hypothalamus and arcuate nucleus. 
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 The activity of the -7kb enhancer is highly dependent on the palindromic TpitREpal 
(Fig. 3, 4). The TpitREpal is the first reported example of a natural palindromic response 
element for transcription factors of the Tbox family. Indeed, the consensus TbxRE 
palindromic element was defined by in vitro analyses (27;28) but no sequences of this type 
were yet reported in natural regulatory sequences. It is noteworthy that the central peak of 
conservation (Fig. 1A and S3B) observed within the -7kb enhancer is centered around the 
TpitREpal. The TpitREpal is thus at the core of the conserved sequences and interestingly, 
it is activated by dimers of Tpit, a most highly cell-restricted transcription factor since it is 
only expressed in the two pituitary POMC lineages (8). The importance of the TpitREpal 
for POMC expression is consistent with the identification of numerous Tpit mutations in 
children with congenital early onset isolated ACTH deficiency (IAD). We have previously 
shown that many of these Tpit mutant proteins are deficient in DNA binding and most 
interestingly, we identified one mutation that blocks dimerization of Tpit, the M86R 
mutation (23). In agreement with the ACTH deficiency caused by this mutation, the Tpit 
M86R mutant protein fails to homodimerize and to efficiently activate reporters containing 
the TpitREpal. By comparison to the Tpit/PitxRE of the promoter, the TpitREpal of the -
7kb enhancer may thus be regarded as the most specific target of the highly cell-restricted 
transcription factor Tpit, particularly in the human gene where the promoter Tpit/PitxRE is 
less conserved (Fig. 7A, D). The cell-specific activity of the enhancer in vivo is thus not 
surprising and consistent with a unique role of the -7kb in ensuring pituitary cell-specific 
expression of POMC. 
 
 The -7kb regulatory sequences exhibit all the hallmarks of enhancers, namely their 
activity at a distance from the promoter, incl. downstream of the reporter gene and in either 
orientation (Fig. 2). The mouse -7kb enhancer does not appear to contribute to hormone 
responsiveness, despite the identification by ChIP of CRH-activated Nurr1, LIF-activated 
Stat3 and Dex-dependent GR (Fig. 1C). Thus, a contribution of the enhancer for hormonal 
regulation of POMC transcription may not be essential since the -480bp promoter 
recapitulates responsiveness to CRH, LIF and Gc by comparison to regulation of the 
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endogenous POMC gene. This issue is further confounded by the fact that the human -7kb 
enhancer does exhibit responsiveness to CRH and Dex but not to LIF (Fig. 7E). Since both 
-7kb enhancer and promoter are conserved in many species, it is possible that many 
regulatory motifs are conserved within these regulatory modules across species but they are 
not used in all species. 
 
 It is noteworthy that the -7kb enhancer harbours putative binding sites for all but 
one critical transcription factors of the POMC promoter and that in all cases, the putative 
activity of these binding sites is supported by ChIP data (Fig. 1). The only exception is 
Pitx1 that is critical for promoter activity and in particular, activity of the Tpit/PitxRE that 
represents the corner stone of cell specificity of the promoter (8;29). Interestingly, the poor 
conservation of the Tpit binding site in the human and mouse Tpit/PitxRE compared to rat 
is correlated with their intrinsic activity (Fig. 7D) but not so directly with promoter activity 
(Fig. 2B and 7B) or with promoter/enhancer occupancy by Tpit (Fig. 1C, E). Since 
enhancer activity is so critically dependent on the highly cell-restricted Tpit (Fig. 3), it is 
possible that it serves a lineage-restricted amplification role whereas the POMC promoter 
that also depends on Pitx1 may have a more important role in initial activation of the locus 
since Pitx1 is expressed before pituitary organogenesis. Be that as it may, both promoter 
and enhancer exhibit highly pituitary-specific activity in transgenic mouse assays without 
detectable expression in any other tissue including the hypothalamus where expression 
appears to be driven by the nPE1 and nPE2 enhancers that lie further upstream. At this 
point, it is not clear what may be the molecular basis for the preferential activity of the -7kb 
enhancer in AL corticotropes compared to the promoter preference for IL melanotropes. In 
all likelihood, both promoter and -7kb enhancer participate in activity of the POMC gene in 
both cell types. 
 
 The elegant studies of David Stern in drosophila (1) have recently exemplified the 
frequent redundancy of regulatory modules for construction of various tissue-specific gene 
expression patterns. We may speculate that the relative importance of enhancer relative to 
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promoter may differ between species, such as in men and mice, but such conclusion would 
require analyses in homologous systems. 
 
  
  
 
86
2.6. Materials and methods 
2.6.1. Cell culture and transfection 
 AtT-20, αT3, 293T and Cos1 cells were maintained in DMEM supplemented with 
10% fetal bovine serum and antibiotics. The cells were plated in 12-well plates and 
transfected with 500 ng of luciferase reporter construct using Lipofectamine reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). The second day after transfection, cells were stimulated for 4h 
with either PBS as vehicle, CRH 10-7 M, dexamethasone (Dex) 10-7 M (Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO) and/or LIF 10 ng/ml (Chemicon, Billerica, MA), as indicated. To assess Tpit-
responsiveness, we co-transfected 500ng of luciferase reporters with increasing 
concentration (0-250ng) of WT and M86R mutant Tpit effector plasmid (23) and empty 
pSP64 plasmid to make up the total amount. 
 
2.6.2. Reporter constructs 
 The previously described (29) minimal (-34/+63bp) and proximal (-480/+63bp) 
POMC promoter luciferase reporter constructs were used as starting point for enhancer 
constructs. The enhancer region (832bp PCR amplified fragment) was inserted upstream 
the minimal promoter and in different location and orientation in the proximal promoter 
reporter. The 6.9kb and 7.7kb POMC locus constructs were created by insertion of two Pfu 
Turbo amplified fragments into the previous reporter plasmid after complete removal of the 
proximal POMC promoter. The TpitREpal mutants were generated according to 
QuickChange site-directed mutagenesis protocol (Stratagene, La Jolla, CA), whereas the 
Tpit/PitxRE mutant were previously described (8). Consensus TbxRE and TpitREpal 
oligonucleotides were inserted upstream the minimal POMC promoter to assess the 
importance of Tpit homodimer binding. Oligonucleotides used for cloning are: TbxRE 
GATCCAATTTCACACCTAGGTGTGAAATTG), TpitREpal 
(GATCCGTACTCACACCCTGGTGACATCTCG / 
GATCCGAGATGTCACCAGGGTGTGAGTACG), TpitREpal 1st mutant and 2nd mutant 
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used the same oligos as TpitREpal with the appropriate modifications. The rat, mouse and 
human Tpit/PitxRE constructs were created using similar oligonucleotides that encompass 
their respective Tpit/Pitx binding site. Cohesive double-stranded oligonucleotides were 
inserted in the same orientation as trimers upstream of the minimal POMC promoter to 
evaluate the effect of sequence divergence at the Tpit binding site on activity. We used the 
following oligonucleotides to create the constructs: rat 
(GATCCTGCCTCACACCAGGATGCTAAGCCTCTGTCCAGTA / 
GATCTACTGGACAGAGGCTTAGCATCCTGGTGTGAGGCAG), mouse 
(GATCCTGCCTCGCACAGGGACGCTAAGCCTCTGTCCAGTA / 
GATCTACTGGACAGAGGCTTAGCGTCCCTGTGCGAGGCAG) and human 
(GATCCTGCCCCACACGGGGGTGCTAAGCCTCCCGCCCGTA / 
GATCTACGGGCGGGAGGCTTAGCACCCCCGTGTGGGGCAG). Human promoter 
and enhancer reporter constructs were designed with sequences corresponding to the mouse 
reporters. All reporter constructs were sequenced to ensure accuracy of DNA sequences. 
 
2.6.3. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) and QPCR 
 AtT-20 cells were grown to 60-70% confluence and stimulated with 10 ng/ml LIF, 
CRH 10-7 M or Dex 10-7 M for 20 min when required. ChIP were performed as described 
previously (30), with little modifications. Briefly, chromatin was crosslinked with 1% 
formaldehyde added directly to the culture medium (5 min at room temperature). 
Crosslinking was stopped with glycine 125 mM in PBS for 5 min. Nuclei were prepared by 
sequential incubation and purification by centrifugation on ice for 5 min in buffer A (10 
mM Tris-HCl pH8, 10 mM EDTA, 0.25% Triton X-100), and for 30 min in buffer B (10 
mM Tris-HCl pH8, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl) (all buffers include protease inhibitors). 
Nuclei were resuspended in sonication buffer (10 mM Tris-HCl pH8, 1 mM EDTA, 0.5% 
SDS, 0.5% Triton X-100, 0.05% NaDOC, 140 mM NaCl) and sonicated to obtain 
chromatin fragments of an average length of 500 bp. Sonicated chromatin was 
immunoprecipitated with either rabbit IgG (G2018, Sigma-Aldrich), GR (sc-1004), a 
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combination of phospho-Stat3 (sc-7993) and Stat3 (sc-482x) antibodies, RNA Pol II (sc-
899), Nurr1 (sc-991x), p300 (sc-585x) from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), 
Med12 (A300-774A, Bethyl, Montgomery, TX) or homemade Pitx1 (31), NeuroD1 (12) 
and Tpit (8) antibodies. The immunoprecipitate was collected using protein-A/G beads 
(Santa Cruz Biotechnology). After washes and decrosslinking, DNA was purified using 
QIAquick columns following manufacturer’s directives (Qiagen, Mississauga, On). 
Enrichment was assed by QPCR with Perfecta SYBR green PCR kit (Quanta Biosciences, 
Gaithersburg, MD). The oligonucleotides used for QPCR are: POMC promoter 
(TGGTTTCACAAGATATCACACTTTCCC / TCGGAGTGGAATTACCTATGTGCG) 
POMC enhancer (TTCCCATGCAGGTCACAAGACTCA / 
AAGGCAGAGGGTGGAAGGAAGAAA) and MyoD as control 
(TGCTCCTTTGAGACAGCAGA / TTTCAGGAGGGCTCCCATGT). 
 
2.6.4. Binding motif analyses 
 The mouse and human POMC enhancer sequences were challenged against all 
known transcription factor binding motifs using the MatInspector software (Genomatix). 
 
2.6.5. Electromobility shift assay 
 The gel retardation assay was performed as previously described (23). The 
retardation assay with the consensus TbxRE palindrome 
(GATCCAATTTCACACCTAGGTGTGAAATT), TpitREpal 
(GATCCGTACTCACACCCTGGTGACATCTC; 
GATCCGAGATGTCACCAGGGTGTGAGTAC), TpitREpal 1st mutant 
(GATCCGTACTCACCAACTGGTGACATCTC; 
GATCCGAGATGTCACCAGTTGGTGAGTAC) and TpitREpal 2nd mutant 
(GATCCGTACTCACACCCTTTGGACATCTC; 
GATCCGAGATGTCCAAAGGGTGTGAGTAC) was performed using 5µl of in vitro 
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transcribed mouse WT and M86R Tpit proteins produced with the rabbit reticulocyte lysate 
system following the manufacturer’s protocol (Promega, Madison, WI). The proteins were 
incubated for 1h on ice with 50,000 CPM of 32P-dATP labelled probes of similar specific 
activity in presence of 1 µg of salmon sperm DNA. Homemade rabbit anti-Tpit antibody 
was added 20 min prior loading for the supershifted experiments. 
 
2.6.6. Transgenic mice 
 We inserted the POMC promoter and -7kb enhancer region into pWHERE plasmid 
(InvivoGen, San Diego, Ca). This reporter was modified to excise the injected fragments 
with NotI restriction enzyme. The transgenes containing a LacZ reporter gene with a 
nuclear localization signal, were injected into B6C3 fertilized eggs. Mouse embryos (e17.5) 
were genotyped by PCR with the following oligonucleotides: 
AATGCTGTTCCTGCAGACCTCTCT / GCGCTGGTGGTTAGGAAGAACTTA for the 
promoter construct, and TTCCCATGCAGGTCACAAGACTCA / 
CAGTCTCTCCTTTGCAGCACAACA for the -7kb enhancer constructs.  
 
2.6.7. Immunofluorescence and cell counts 
 Paraffin-embedded formalin-fixed transgenic embryonic tissue sections were 
analyzed by co-immunofluorescence with rabbit anti-Tpit and goat βGal (56028, MP 
Biomedicals, Solon, OH); Hoechst was used for nuclear staining. Complete embryo 
sections were analyzed for each transgenics and Tpit and/or βGal expression was found to 
be restricted to the pituitary POMC-expressing cells. The number of βGal expressing Tpit-
positive cells as well as the total number of Tpit cells was determined for anterior (AL) and 
intermediate (IL) pituitary lobe separately. To evaluate the relative tissue penetrance of the 
different transgenes, the AL/IL ratio was then calculated on the proportion Tpit cells 
expressing β-Gal reporter gene. 
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2.9 Figure Legends 
Figure 2.1. Identification of a novel POMC regulatory region.  
A) Whole-genome Stat3 ChIP-chip analyses in AtT-20 (18) cells reveal recruitment of 
Stat3 at the POMC promoter and in a region located about 7kb upstream (green boxes, top 
diagram). Blue boxes and lines represent the POMC gene exons and introns, respectively. 
The “mammalian conservation” diagram represents sequence conservation around the 
POMC locus derived from 19 available mammalian species using mm9 assembly on the 
UCSC genome browser (32;33). The position of previously identified hypothalamic 
regulatory elements nPE1 and nPE2 (16) as well as that of the promoter and -7kb enhancer 
are indicated by black boxes. B) Schematic representation of the -7kb enhancer indicating 
putative regulatory elements and transcription factor binding sites as identified by in silico 
analyses with MatInspector software (Genomatix) C) Chromatin immunoprecipitation 
(ChIP) analyses of the -7kb POMC enhancer for recruitment of the indicated transcription 
factors. ChIP experiments performed in AtT-20 cells used hormone-stimulated cells for 
Nurr1 (+CRH), Stat3 (+LIF) and GR (+Dex). ChIP enrichments are normalized relative to a 
control IgG ChIP and an unbound control region of the MyoD gene. Data are representative 
of at least three independent experiments. #Pitx1 ChIP is the only one to exhibit no 
significant recruitment. D) Schematic representation of the POMC promoter indicating the 
position of known regulatory elements. E) ChIP analyses of transcription factor recruitment 
to the POMC promoter in the same experiment as presented for the enhancer in C). All 
recruitments are significant compared to IgG control. 
 
Figure 2.2. The -7kb POMC conserved region has enhancer properties.  
A) Activities of luciferase reporter constructs containing either 6.9 or 7.7 kb upstream 5’ 
flanking sequences upon transfection in AtT-20 cells. B) Activity (relative to minimal 
promoter construct) of various luciferase reporters upon transfection of AtT-20 cells. The 
light grey box represents the -480/-34 bp proximal promoter while the darker grey box 
represents the enhancer located at -7kb in the POMC locus. C) Hormone response of 
POMC luciferase reporters containing either minimal (-34/+63 bp) promoter, -7kb 
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enhancer, -480bp proximal promoter or -7.7 kb 5’ flanking sequences. Activation is relative 
to non-treated cells (Ctl). All data represent the means (± s.e.m.) of independent 
experiments [n=3 (A), 7 (B) and 4 (C)] each performed in duplicates. 
 
Figure 2.3. Enhancer activity is dependent on palindromic Tpit binding site 
(TpitREpal).  
A) DNA sequence of the mouse and human TpitREpal elements of the -7kb enhancer 
compared to a consensus TbxRE. The nucleotide changes used to create mutations in each 
or both half sites of the TpitREpal are indicated. B) Activity of enhancer reporters upon 
transfection into AtT-20 cells. The X over the TpitRE boxes indicates mutagenesis of either 
or both half sites. C) Activity of various reporters upon transfection in AtT-20 cells. The X 
in the reporter diagram indicates the element(s) that have been mutated in either enhancer 
and/or promoter. D) Activity of oligonucleotide luciferase reporters upon transfection into 
AtT-20 cells. The reporters contain either consensus TbxRE or TpitREpal oligonucleotides 
or their mutants as indicated. All data represent the means (± s.e.m.) of independent 
experiments [n=5 (B), 3 (C) and 3 (D)] each performed in duplicates. 
 
Figure 2.4. Activation of luciferase reporter constructs by Tpit in Tpit-deficient mouse 
αT3 cells.  
A) Tpit dose-response curves for activation of POMC luciferase reporters represented 
schematically on left. B) Effect of wild-type or dimerization-deficient M86R Tpit (0,5 or 
250 ng of expression vectors) on activity of indicated reporters. C) Dose-responses to Tpit 
and Tpit M86R of -7.7kb at -6.9kb POMC promoter reporters. D) Responsiveness of 
oligonucleotide reporters to either Tpit or Tpit M86R. All data are presented as means (± 
s.e.m.) of at least three independent experiments, each performed in duplicates. 
 
Figure 2.5. Tpit dimers bind the TpitREpal in vitro.  
A) Gel retardation was used to assess binding of either wild-type (WT) Tpit or mutant 
M86R to the consensus TbxRE palindrome and to TpitREpal probes, or to probes mutated 
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for each half-site of the TpitREpal, as indicated. Equivalent amounts of 32P-labelled probes 
were used. The first panel is an overnight film exposure, whereas the last three panels are 3 
days exposures of the same gel. Tpit binding to the consensus TbxRE probe is stronger than 
the TpitREpal (compare lanes 2 and 7) but Tpit:DNA complexes are supershited by Tpit 
antibody in both cases (lanes 3 and 8). The M86R Tpit dimerization-mutant exhibit 
monomeric binding on the consensus TbxRE, contrasting with an absence of TpitREpal 
probe retardation (lanes 4 and 9). Mutant probes for either half-site of the TpitREpal do not 
exhibit any binding (lanes 11-20). 
 
Figure 2.6. Preferential activity of -7kb enhancer transgene in corticotropes compared 
to promoter bias towards melanotropes.  
A) The different LacZ transgene reporters used to assess activities of POMC promoter, 
enhancer or both together, are represented schematically at the top together with the 
number of transgenic e17.5 pups that express the transgene over the total number of 
transgenic pups analyzed. Co-immunofluorescence for Tpit (green) and βGal transgene 
(red) is shown for three different pituitaries harbouring each of the three transgenes 
analyzed. Insets show magnifications of co-localization in anterior lobe. B) Quantitation of 
βGal transgene reporter expression in AL corticotropes relative to IL melanotropes. The 
expression of βGal transgenes was scored over the total number of Tpit-positive cells in AL 
and IL separately, and their ratio is presented for each transgene. For each expressing 
transgenic embryo, at least four pituitary sections were scored. Pairwise p values were 
calculated using T-test for the enhancer constructs relative to the -480bp promoter 
construct. Whereas the -480bp promoter exhibits a preference for IL melanotrope 
expression, both reporters containing the enhancer exhibit preference for AL corticotropes. 
Figure 2.7. Properties of human -7kb POMC enhancer.  
A) Sequence comparison of conserved Tpit regulatory elements of the promoter and -7kb 
enhancer. The TpitREpal of the -7kb enhancer is more conserved across species than the 
Tpit/PitxRE of the promoter. TpitRE sequences are shown in blue and PitxRE in red. B) 
Activity of luciferase reporters containing either human (Hs) POMC promoter, -7kb 
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enhancer or both upon lipofection into AtT-20 cells. Results are the means ± s.e.m. of four 
independent experiments each performed in duplicates. C) Activation of indicated 
luciferase reporters by increasing amounts of Tpit expression vector upon lipofection into 
αT3 cells. A representative of two independent experiments is shown. D) Activation of rat, 
mouse and human Tpit/PitxRE reporters by indicated amounts of Tpit expression plasmid 
following lipofection in αT3 cells. Conserved nucleotides within the Tpit binding site are 
indicated by capital letters. E) Schematic representation of the human -7kb enhancer 
indicating the position of predicted regulatory elements/transcription factor binding sites as 
identified by in silico analyses with MatInspector software (Genomatix). F) Hormone 
response of the indicated luciferase reporters upon lipofection into AtT-20 cells. 
Representative data of four independent experiments, each performed in duplicates (± 
s.e.m.). 
 
Figure 2.S1. Activity of the POMC promoter and/or -7kb enhancer upon lipofection 
into the indicated cell lines.  
A) Activity in the mouse corticotrope model cells AtT-20. B) Activity in the mouse 
gonadotrope model cells αT3. C) Activity in human fibroblasts 293T. D) Activity in 
monkey kidney Cos1 cells. 
 
Figure 2.S2. Sequence alignments for POMC -7kb enhancer TpitREpal and promoter 
Tpit/PitxRE. 
Tpit binding motifs are shown in blue whereas Pitx binding sites are shown in red. 
 
Figure 2.S3. Extended comparison of sequence conservation in species for which DNA 
sequences of the POMC locus is available.  
A) UCSC genome browser snapshot of the POMC locus from the mm9 genome assembly 
(1;2). The top black boxes represent regulatory regions such as nPE1, nPE2, the novel -7kb 
pituitary enhancer and promoter. The POMC gene is schematized by blue boxes and lines 
representing exons and introns, respectively. The blue graph represents the mammalian 
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sequence conservation across the POMC locus, followed by the alignment of 27 available 
vertebrate genome sequences (in green). Repeated elements are annotated at the bottom. B) 
Sequence conservation analysis of the -7kb enhancer. C) UCSC genome browser zoom of 
the -480/+34 bp (rat coordinates) promoter using the same presentation as in the previous 
panel. 
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Figure 2.1. Identification of a novel POMC regulatory region. 
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Figure 2.2. The -7kb POMC conserved region has enhancer properties. 
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Figure 2.3. Enhancer activity is dependent on palindromic Tpit binding site 
(TpitREpal). 
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Figure 2.4. Activation of luciferase reporter constructs by Tpit in Tpit-deficient mouse 
αT3 cells.  
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Figure 2.5. Tpit dimers bind the TpitREpal in vitro. 
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Figure 2.6. Preferential activity of -7kb enhancer transgene in corticotropes compared 
to promoter bias towards melanotropes. 
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Figure 2.7. Properties of human -7kb POMC enhancer. 
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Figure 2.S1. Activity of the POMC promoter and/or -7kb enhancer upon lipofection 
into the indicated cell lines. 
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Figure 2.S2. Sequence alignments for POMC -7kb enhancer TpitREpal and promoter 
Tpit/PitxRE. 
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Figure 2.S3. Extended comparison of sequence conservation in species for which DNA 
sequences of the POMC locus is available. 
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3.1. Avant-propos 
3.1.1. Publication 
 Cet article a été publié dans la revue PLoS Genetics en octobre 2008 (Langlais et al. 
PLoS Genet. 2008 Oct;4(10):e1000224. Epub 2008 Oct 17). 
 
3.1.2. Contribution des auteurs 
 J'ai conçu et effectué la majorité des expériences et analyses bioinformatiques qui 
ont mené à cette publication. Aurélio Balsalobre m'a soutenu pour les multiples injections, 
ponctions, sacrifices et dissections nécessaires pour les expériences d'activation de la 
réponse de défense cellulaire innée chez la souris (Figure 3.7). Tandis que Catherine 
Couture a fait les immunobuvardages découlant de ces inductions en culture et in vivo. 
(figure 3.6B et 3.7A).  
  
3.1.3. Contexte 
 Lorsqu'un stress inflammatoire survient, les cellules de la réponse immunitaire 
innée produisent des cytokines pro-inflammatoires pour activer les défenses de l'organisme. 
Celles-ci, et plus particulièrement LIF/IL6 activent l'axe HPA à tous les niveaux. Il en 
découle un accroissement de la synthèse et de la sécrétion de Gc par les glandes surrénales. 
Les Gc exercent alors une rétroaction négative sur l'axe, en plus d'avoir une action anti-
inflammatoire et immunosuppresseur bien connue. L'action antagoniste de ces deux voies 
est bien connue au niveau de la transcription de Pomc, par contre qu'en est-il des autres 
gènes? Quel est l'effet global de ces voies sur la cellule corticotrope?  
 
 Pour répondre à ces questions, nous avons entrepris d'investiguer à l'aide de puce 
d'expression, les changements transcriptomiques engendrés par une exposition aigüe ou 
prolongée à LIF et/ou Dex. En plus des effets attendus, soit l'activation des éléments de la 
voie Jak-Stat par LIF et l'inhibition de la prolifération par Dex, nous avons découvert un 
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groupe de gène subissant une activation synergique dépendante d'une exposition prolongée 
aux deux signaux. Bien que la stimulation LIF ne contrôle que très peu de gènes par elle-
même, elle a un effet de potentiation sur les Gc. Cette interaction synergique se reflète 
également au niveau du recrutement de Stat3 et de GR sur certaines séquences régulatrices 
(cette avenue sera développée en profondeur dans le chapitre 4). De façon très intéressante, 
ce groupe activé par la combinaison des deux voies incluent 83% de gènes préalablement 
impliqués dans la réponse immunitaire innée ou l'acute phase response. Cette réponse est 
activée dans tous les types de cellules en culture testés et capitalement, dans tous les tissus 
vérifiés. En résumé, ces travaux ont mené à l'identification d'une réponse qui est activée par 
toutes les cellules suite à un stress inflammatoire majeur. Nous avons appelé cette réplique 
de l'organisme, "Réponse innée de défense cellulaire". Par contre, le niveau d'implication 
de cette réponse par rapport à la réponse immunitaire innée reste toujours à déterminer, 
mais aucun outil nous permet de le faire à l'heure actuelle.      
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3.2. Summary 
 While the hypothalamo-pituitary-adrenal axis (HPA) activates a general stress 
response by increasing glucocorticoid (Gc) synthesis, biological stress resulting from 
infections triggers the inflammatory response through production of cytokines. The 
pituitary gland integrates some of these signals by responding to the pro-inflammatory 
cytokines IL6 and LIF and to a negative Gc feedback loop. The present work used whole-
genome approaches to define the LIF/STAT3 regulatory network and to delineate cross-talk 
between this pathway and Gc action. Genome-wide ChIP-chip identified 3 449 STAT3 
binding sites, whereas 2 396 genes regulated by LIF and/or Gc were found by expression 
profiling. Surprisingly, LIF on its own changed expression of only 85 genes but the joint 
action of LIF and Gc potentiated the expression of more than a thousand genes. 
Accordingly, activation of both LIF and Gc pathways also potentiated STAT3 and GR 
recruitment to many STAT3 targets. Our analyses revealed an unexpected gene cluster that 
requires both stimuli for delayed activation: 83% of the genes in this cluster are involved in 
different cell defense mechanisms. Thus, stressors that trigger both general stress and 
inflammatory responses lead to activation of a stereotypic innate cellular defense response. 
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3.3. Author summary 
 Global biological responses involve pleiotropic general components exhibited by 
many cells/tissues together with cell-specific responses. Typically, such responses are 
dependent on multiple signaling pathways that integrate different inputs to trigger 
concerted tissue/cell responses. In studying LIF action in the context of immune-endocrine 
regulatory interactions, we found that LIF regulates expression of a surprisingly small 
number of genes. In contrast, the mapping of LIF-activated STAT3 transcription factor 
recruitment by genome-wide ChIP-chip led to the identification of a much larger set of 
putative regulatory sites. In view of the cross-talk between cytokine and glucocorticoid 
(Gc) signaling in response to stress and inflammation, we investigated the contribution of 
Gc to LIF action. Interestingly, the discrepancy between the number of LIF-regulated genes 
and LIF-dependent STAT3 genomic targets was partly explained by widespread Gc 
potentiation of LIF action. We further show requirement on both signaling pathways to 
elicit a pleiotropic and stereotypic innate cellular defense response, together with cell-
specific responses such as antagonism between cytokines and Gc on expression of pituitary 
POMC. Thus, this stereotypic innate cell defense response is defined by the convergence of 
pathways activated by the stress and inflammatory systems. 
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3.4. Introduction 
 The pituitary gland is at the center of the hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis 
that mediates the response to stress [1,2]. Under normal conditions, the stress response is an 
integrated collection of tissue responses that place the organism in a state of alertness in 
order to fight or flight in the face of aggression. The output of the HPA axis during the 
stress response is exerted by circulating glucocorticoids (Gc). Indeed, Gc are synthesized 
by the adrenals in response to pituitary adrenocorticotropic hormone (ACTH) which itself 
is responsive to hypothalamic corticotropin-releasing hormone (CRH) that integrates neural 
inputs into this neuro-endocrine pathway. Gc exert their metabolic effects and a stress 
response through action on a wide range of tissues including liver, muscle and adipose 
tissues. The metabolic effects of Gc are profound and failure to maintain Gc levels within 
the normal range as in Addison disease (hypocortisolism) results in weight loss, muscle 
weakness, fatigue and low blood pressure. Cushing syndrome is caused by excess Gc and 
in Cushing disease, this excess is due to pituitary corticotroph adenomas. Cushing 
syndrome is associated with accumulation of body fat, cardiovascular and metabolic effects 
that can ultimately lead to hypertension, diabetes and osteoporosis [3]. It is therefore 
critical that activation of HPA axis and Gc synthesis be restored to normal levels following 
the stress response. Negative feedback is exerted by Gc themselves both at the level of 
hypothalamus where they repress transcription of the CRH gene and release of CRH, and at 
the pituitary level where they repress transcription of the pro-opiomelanocortin (Pomc) 
gene and the release of POMC-derived ACTH [1]. 
 
 The inflammatory response is a response to biological stresses and various 
aggressions including those caused by infections [4]. Many effects of the response to 
inflammation are mediated through cytokines that act on multiple tissues and importantly 
on the HPA axis. Indeed, inflammation-induced cytokines, such as IL6, stimulate 
hypothalamic production of CRH and act directly on pituitary corticotroph cells to 
stimulate Pomc gene transcription and ACTH release. LIF, a member of the IL6 family, 
also contributes to stimulation of POMC expression, both during development and in adult 
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function [5]. At the level of pituitary corticotroph cells, the action of LIF and IL6 are 
additive with those of hypothalamic CRH [6]. The HPA axis is thus at the center of the so-
called immuno-neuroendocrine interface [7]. 
 
 The action of LIF/IL6 in pituitary corticotroph cells was shown to be mediated in 
part through activation of STAT3 [8]. STAT3 action on the Pomc promoter was mapped to 
a composite regulatory element that also contains the NurRE, a binding site for dimers of 
orphan nuclear receptors of the Nur subfamily [9,10]. The Nur subfamily of orphan nuclear 
receptors includes NGFI-B (Nur77), NURR1 and NOR1 [11] and it was shown that 
homodimers or heterodimers between members of this subfamily can activate the NurRE in 
response to CRH as long as at least one moiety of the dimers is NGFI-B [12-14]. Thus, a 
composite regulatory element integrates LIF/IL6 and CRH signaling. 
 
 Gc repress Pomc gene transcription and in particular, antagonize Pomc activation by 
CRH and LIF [15]. Feedback repression of the Pomc gene by the Gc receptor (GR) is 
mainly exerted at the level of the NurRE/Stat3 composite regulatory element [16,17]. GR 
repression at the NurRE involves a mechanism of trans-repression that depends on 
protein:protein interactions between GR and NGFI-B, rather than direct GR contact with 
DNA [16]. Further, the weak direct interaction between GR and NGFI-B requires the 
presence of the Swi/Snf ATPase Brg1 for stable formation of a trans-repression complex 
[18]. Brg1 is also required to recruit HDAC2 to this repressor complex and this repression 
involves chromatin remodeling. Thus, the NurRE/Stat3 regulatory element of the Pomc 
gene is a critical target for most stimulatory and inhibitory inputs into this system. 
 
 In the present work, we have used whole-genome approaches to identify STAT3 
target sites as revealed by ChIP-chip analysis using whole-genome tiling arrays [19-21] and 
to correlate these with the transcriptome of LIF and Gc responses. These analyses defined 
gene clusters that contribute to the repressor effects of Gc on corticotroph cell function, in 
particular the inhibitory Gc effect on cell proliferation. Most interestingly, the work 
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revealed a class of genes that have delayed responses to LIF+Gc: a large number of these 
genes contribute to the cell defense response. Using a highly LIF- and Gc-dependent gene 
of this group, lipocalin 2 (Lcn2), we show synergistic recruitment of STAT3 and GR at a 
genomic regulatory module that integrates LIF and Gc responses. Further, LIF and Gc 
synergism is exerted on Lcn2 expression and other cell defense genes in various tissues in 
vivo and the gene profile of this action is very similar to that of LPS, a strong inducer of the 
inflammatory response. Collectively, this work highlights a general cell defense response 
that is dependent on the combined action of LIF or other cytokines released during 
inflammatory and immune responses and Gc produced by the HPA axis. This delayed 
stimulatory Gc action likely overlaps with hepatic acute-phase and innate immune 
responses [22,23], and it contrasts with the anti-inflammatory properties of these steroids 
used therapeutically. 
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3.5. Results 
3.5.1. LIF/STAT3 target genes 
 In order to assess the cellular response to LIF/STAT3, the time course of STAT3 
activation in response to LIF in AtT-20 cells, a model of mouse pituitary corticotroph cells, 
was determined by Western blot analysis of phospho-STAT3 (Fig. 1A). This analysis 
indicated a peak of phospho-STAT3 at about 20 minutes following LIF treatment. In 
principle, activated phospho-STAT3 should lead to promoter occupancy of STAT3 target 
genes and thus the time course of promoter recruitment was assessed by chromatin 
immunoprecipitation (ChIP) in AtT-20 cells for a panel of STAT3 target genes (Fig. 1B). 
For most of these genes, maximal promoter occupancy was achieved between 10 and 20 
minutes after LIF stimulation. 
 
 Genomic targets of LIF activated STAT3 were therefore identified by ChIP-chip 
analysis of AtT-20 cells treated with LIF for 20 minutes. Three independent STAT3 ChIP 
and control IgG samples were hybridized on the Affymetrix Mouse Tiling 2.0R Array Set, 
covering the entire non-repetitive mouse genome with a 35 bp resolution. The raw data 
were processed using the MAT software package [24]. A threshold P value of 10-5 was 
used to select peaks of specific STAT3 immunoreactivity throughout the genome, yielding 
a calculated false discovery rate (FDR) of 3.3% [25]. This analysis revealed a total of 3 449 
putative STAT3 target sites in the mouse genome, after removal of 74 sites by redundant 
sequence filtering (complete list in Table S1). The chromosomal distribution of these sites 
is shown in Figure 1C. The mean length of genomic regions exhibiting a positive ChIP 
signal is 804 bp. In order to test the reliability of those results, 42 genomic sites with P 
values ranging from 10-5 to 10-148 were randomly picked and STAT3 recruitment at each of 
these sites was tested on separate ChIP using QPCR:  all 42 tested sites were confirmed to 
be positive (Fig. 1B-C and data not shown). 
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3.5.2. STAT3 binding sites preferentially localize close to transcribed 
sequences 
 The position of STAT3 binding sites on the mouse genome was analyzed relative to 
transcription start sites (TSS) of UCSC known genes. They were mapped either as 
upstream relative to known TSS, downstream from known TSS within the gene body or 
relative to the 3’ end of UCSC known genes (Fig. 2A). This analysis clearly showed a 
preferential localization of STAT3 binding sites within 5 kb of TSS, with 19.4% of the total 
site number within this interval and 9.4% within 1 kb of TSS. Tiling array data for specific 
loci previously known to have STAT3 binding sites are also shown in Figure 2. For 
example, the promoter region of the Pomc gene is known to have a STAT3 binding site at -
387/-379 bp [8-10], and the tiling array data show a peak of STAT3 recruitment over this 
promoter region (Fig. 2B). Similarly, the promoter of the Stat3 gene itself is known to have 
a STAT3 binding site, and thus is subject to auto-regulation. The tiling array shows a peak 
of STAT3 recruitment (Fig. 2C) that overlaps the reported STAT3 binding site at -338/-331 
bp [26]. The Socs3 gene is involved in negative feedback regulation of STAT3 signaling 
and the Socs3 promoter has a STAT3 binding site at -64/-72 bp [27] that overlaps the 
observed peak of STAT3 recruitment (Fig. 2D). In addition to these sites, the tiling array 
data revealed numerous other STAT3 binding sites in the Stat3/Stat5 and Socs3 loci; the 
biological relevance of these putative regulatory regions will need to be evaluated. 
Interestingly, STAT3 binding sites were found in close proximity to all Stat genes, except 
Stat6. Finally, STAT3 binding sites were found in the vicinity and promoter region of some 
microRNA genes, for example around the miR-21 gene (Fig. 2E) that was implicated in the 
STAT3-dependent growth promotion activity of IL6 [28]. 
 
 The DNA binding sequence for STAT3 has been defined experimentally through 
the work of numerous investigators. For example, the binding motif used by the Genomatix 
software to identify putative STAT3 binding sites is shown in Fig. 2F and compared with a 
consensus that we derived from 24 published genomic STAT3 binding sites. We have used 
two non-biased algorithms designed to identify recurring motifs within the STAT3-bound 
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DNA fragments (Fig. 1C); the AlignAce algorithm and the Consensus algorithm identified 
a consensus binding motif that is very similar to the previously documented binding sites 
for STAT3 (Fig. 2F). No other motif was found to be enriched within the ensemble of 
STAT3 genomic targets. We also searched the 3 449 STAT3 target sequences for known 
transcription factor binding motifs with MatInspector (Genomatix) software and again, we 
found no other enriched motif compared to 10 randomly picked genomic sequences of the 
same total length. 
 
3.5.3. Reciprocal co-potentiation of STAT3 and GR recruitment to genomic 
target sites 
 In AtT-20 cells, the stimulatory effect of LIF on Pomc gene transcription is 
antagonized by Gc and GR. In order to assess whether this antagonism is reflected at the 
level of STAT3 genomic recruitment, we performed STAT3 ChIP in cells treated either 
with LIF, the synthetic Gc dexamethasone (Dex) or both for 20 minutes and determined 
STAT3 recruitment by QPCR for a panel of STAT3 target genes (Fig. 3A). While some 
genes such as Pomc showed moderately enhanced STAT3 recruitment in response to 
LIF+Dex compared to LIF, other genes such as metallothionein 2 (Mt2) revealed marked 
synergism in STAT3 recruitment in cells treated with LIF+Dex (Fig. 3A). This suggests 
that recruitment of one factor potentiates recruitment of the other factor to target regulatory 
sequences. About a third of tested genes showed greater STAT3 recruitment for LIF+Dex 
compared to LIF treated cells while another third showed decreased recruitment and the 
remaining third showed no effect. In order to assess whether potentiation of STAT3 
recruitment is reciprocal, similar ChIP analyses were performed for GR recruitment to the 
same loci and these analyses again showed potentiation of GR recruitment following 
LIF+Dex treatment for the same subset of genes, such as Pomc and Mt2 (Fig. 3B). It is 
noteworthy that so many randomly chosen STAT3 target loci are also Gc/GR targets. 
Sequential ChIP were performed for STAT3 and GR on three loci using AtT-20 cells 
treated with LIF+Dex. These analyses confirmed that for the Pomc, Mt2 and Lcn2 loci, 
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both GR and STAT3 are present together on the same chromatin fragments (Fig. 3C). 
These data clearly suggest that a subset of LIF target genes may be subject to the combined 
action of LIF and Gc. 
 
3.5.4. Synergistic action of LIF and glucocorticoids 
 In order to correlate STAT3 genomic binding sites with regulation by LIF or Gc of 
adjacent candidate target genes, we performed expression profiling experiments. Duplicate 
RNA samples from AtT-20 cells treated with/without LIF and/or Dex for 3h and 18h were 
hybridized on Affymetrix MOE expression arrays. The data were pre-processed using GC-
RMA normalization within the FlexArray software [29,30]. A total of 2 396 regulated 
probesets were identified (complete data provided in Table S2) following a Local-pooled-
error test, using a 2-fold change threshold and a P value smaller than 0.05 [31]. The number 
of genes up or down regulated by these treatments is presented in Figure 4A. Whereas a 
large number of genes were up and down regulated by Dex, few genes are affected by LIF 
(mainly up regulated). This low number of modulated genes was unexpected because we 
identified 3 449 STAT3 binding sites in presence of LIF. Most significantly, a large 
number of new genes are regulated in response to both LIF+Dex, at both 3h and 18h post-
treatment (Fig. 4C, D). It is noteworthy that early and late response genes are quite different 
with a limited number of genes showing sustained changes of expression at both 3h and 
18h (Fig. 4B). These data clearly suggest that a class(es) of gene(s) is dependent on both 
LIF and Gc for regulation. 
  
 In order to correlate LIF regulated genes identified in these profiling experiments 
with genomic sites of STAT3 binding identified by ChIP-chip, we searched for STAT3 
binding sites within 5 or 50 kb of the TSS of hormone responsive genes (Fig. 4E). This 
analysis showed that 62/42% of LIF regulated genes have STAT3 binding site within 5 kb 
of their TSS, and 76/64% within 50 kb of the TSS, at 3h/18h respectively. This proportion 
is smaller for Dex and LIF+Dex-regulated genes, reaching about 30% of genes within 50 
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kb of TSS. This is higher than the random expectation value of 18%, calculated for all 
genes on the Affymetrix MOE 2.0 microarray. 
 
3.5.5. Cell response to stress is activated by joint action of LIF and Gc 
 Clustering analysis using Smooth correlation in the Genespring GX 7.3 software 
was performed on the expression profiling data of hormone-treated AtT-20 cells. A heat 
map (Fig. 5A) of this clustering identified groups of genes that are similarly regulated (Fig. 
5B). Clustering analysis was performed using the Smooth correlation K means approach. 
These clusters of co-regulated genes contain from 77 to 549 probesets (Table S3). The 
DAVID software was used to search for over-represented Gene Ontology (GO) classes of 
gene functions [32]. Clusters #1, 3, 4 and 8 did not contain significant numbers of genes 
associated with similar biological processes (GO gene lists in Table S4). Cluster #9 
regroups genes that are repressed by Dex at both time points: this cluster contains 
significant enrichment for genes encoding transcription and nuclear functions (P ≤ 10-5) 
and cell processes (P ≤ 10-6). Interestingly, cluster #7 is highly enriched in genes involved 
in control of cell cycle and mitosis (P ≤ 10-14) and these genes (Fig. 5C) are primarily 
repressed by Dex at 18h (Fig. 5A and 5B). It is reassuring to find this cell cycle and mitosis 
cluster associated with Gc repression since the growth of AtT-20 cells is known to be 
inhibited by these steroids [33]. 
 
 The most striking cluster to be identified in this work is represented by the 179 
probesets of cluster #2 (Fig. 5B). These genes have the particularity of being specifically 
upregulated at 18h by the combined action of LIF+Dex, but not by Dex or LIF alone. Gene 
Ontology analysis of this cluster reveals a highly significant (P ≤ 10-8) number of genes 
that are associated with cell defense response (Fig. 5D). To a lower extent, we found other 
genes implicated in cell defense response in cluster #5 (Table S4), which contains the genes 
activated by LIF at 3h or 18h independently of the presence of Gc. The delayed (18h) 
response of cluster #2 genes is suggestive of a secondary response. In order to ascertain 
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whether this is the case, we assessed responsiveness to LIF+Dex of a representative panel 
of cluster #2 genes in the presence/absence of the protein synthesis inhibitor cycloheximide 
(Fig. 5E). This experiment clearly showed that the bulk of this LIF+Dex response is 
secondary and dependent on de novo synthesis of an intermediate regulator(s). Of the genes 
that are subject to synergistic activation by LIF+Dex, the Lcn2 gene showed the most 
striking potentiation. 
 
3.5.6. Lipocalin 2, a highly LIF- and glucocorticoid-dependent gene 
 In order to validate the great synergism observed between LIF+Dex effects on Lcn2 
mRNA levels in the microarray analyses, we performed RT-QPCR quantification of Lcn2 
mRNA in AtT-20 cells treated for 18h with either or both agents. These quantifications 
indicate that the Lcn2 gene is responsive to LIF alone (23-fold), highly induced by Dex (10 
278-fold), but phenomenally subject to synergism between these two signals (156 026-fold) 
as shown on a log scale in Figure 6A. This striking upregulation is also revealed by Lcn2 
Western blot analysis of AtT-20 cell culture medium (Fig. 6B). No STAT3 binding was 
found at the Lcn2 promoter (data not shown), but the STAT3 whole-genome ChIP-chip 
experiment revealed significant enrichment at about 22 kb upstream of the Lcn2 gene 
within an intergenic region (Fig. 6C) and no other gene is regulated by either LIF and/or 
Dex in the Lcn2 vicinity. In order to assess the possibility that this STAT3 binding region 
might represent a regulatory sequence for Lcn2 expression, we performed analytical ChIP 
for STAT3 and GR in this genomic region using cells treated or not with hormones. These 
data indicated significant potentiation of STAT3 and GR recruitment over this putative 
regulatory region (Fig. 3A, 3B). Sequential ChIP analyses also demonstrate STAT3 and GR 
co-occupancy on this genomic region (Fig. 3C). This -22 kb region may therefore act as a 
hormone sensitive enhancer for regulation of Lcn2 expression. In order to test this 
hypothesis, a luciferase plasmid reporter was constructed with/without the putative 1133 bp 
enhancer domain and assessed for transcriptional activity upon transfection in AtT-20 cells. 
This assay revealed marked transcriptional activity of the putative enhancer (Fig. 6D) and 
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further, the enhancer-containing reporter plasmid was found to be responsive to LIF, Dex 
and LIF+Dex treatment (Fig. 6E). Thus, these data clearly suggest that an enhancer is 
present at -22 kb upstream of the Lcn2 gene and that this enhancer is in part responsible for 
the marked synergistic activation of Lcn2 transcription by LIF+Dex. Notwithstanding the 
likely involvement of a cycloheximide-dependent regulator(s) for long term Lcn2 induction 
(Fig. 5E), the data implicate direct actions of STAT3 and GR at the Lcn2 enhancer. 
 
 Lcn2 is a secreted protein that is present in blood and its plasma concentration is 
greatly enhanced following bacterial challenges [34,35]. In order to test whether LIF+Dex 
also stimulate Lcn2 expression in vivo, mice were injected with either LIF, Dex or 
LIF+Dex and analyzed for serum Lcn2. The effect of LIF+Dex was compared to the 
documented stimulation of Lcn2 expression by lipopolysaccharides O127:B8 (LPS). While 
Dex on its own did not stimulate serum Lcn2 at 3h of treatment, injection of LIF led to a 
small increase in serum Lcn2 but the combined LIF+Dex treatment was even more 
effective, approaching the response obtained with LPS injection (Fig. 7A). At 20h of 
treatment, a small response to Dex was observed but again the greatest increase was 
observed in LIF+Dex treated mice. 
 
 Circulating Lcn2 is likely produced by a variety of sources including liver [34]. It is 
therefore possible that the synergistic stimulation of Lcn2 gene expression observed in AtT-
20 cells may be a reflection of a general cellular response to these agents. In order to test 
this, RT-QPCR was used to measure Lcn2 mRNA levels in pituitary and liver of mice 
injected with LIF, Dex and LIF+Dex (3 and 20h), together with a reference group of mice 
injected with PBS or LPS (Fig. 7B to 7E). These data indicate that the synergistic action of 
LIF+Dex is not unique to the pituitary. Liver production of Lcn2 could thus account for a 
significant proportion of blood Lcn2 observed in animals treated with LIF+Dex. 
 
 To assess whether the cell defense mechanism activated in AtT-20 by LIF+Dex 
(cluster #2) is active and generalized in vivo, we randomly selected genes within this 
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cluster. mRNA levels were measured by RT-QPCR in five tissues (pituitary, liver, testis, 
lung and heart) from mice treated for 20h with PBS, LIF+Dex or LPS. As above, this 
experiment was performed in mice that have normal Gc levels using a pharmacological 
dose of Dex together with LIF. In all five tissues, the two treatments produced comparable 
patterns of gene activation (Fig. 7F). It thus appears that the cell defense mechanisms 
activated by LIF+Dex are very similar to those activated by LPS, in agreement with the 
stimulatory effect of LPS on cytokines, ACTH and Gc [36]. Many genes synergistically 
activated by LIF+Dex are part of the hepatic acute-phase and innate immune response 
[22,23]. 
 
 In view of this widespread in vivo response, we verified whether similar responses 
would be observed in cell lines other than AtT-20. Furthermore, we tested the responses to 
the LIF-related cytokine IL6 that is also induced during the inflammatory response. We 
used the 10T½ cells that co-express the LIF and IL6 receptors, like AtT-20 cells, but also 
the NIH 3T3 cells that only express the IL6 receptor, as shown by RT-QPCR (Fig. 7G). 
These analyses showed LIF+Dex as well as IL6+Dex synergism in all three cell lines (Fig. 
7H).  
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3.6. Discussion 
 The present work was undertaken to define the action of LIF and related cytokines 
such as IL6 on corticotroph function in the context of immuno-neuroendocrine interactions. 
Surprisingly, LIF signaling on its own was found to modulate a very limited gene subset. 
Indeed, most LIF-regulated genes are similarly activated at 3h and 18h, they are found in 
cluster #5 (77 probesets representing 57 unique genes) and many have been involved in 
corticotroph signaling and Pomc transcription, such as Jak3, Stat1, Stat3, Socs3, Junb, c-
Fos, Cebpδ (Table S3). The majority of these genes recruit STAT3 close to their TSS (Fig. 
4E) and they contain a canonical STAT3 binding site (Fig. 2F). Collectively, they define a 
pathway for LIF/STAT3-dependent activation of transcription but the small number of 
genes involved contrasts with the much larger number of genomic STAT3 recruitment sites 
(Fig. 1C). This discrepancy is largely explained by the great number of LIF-sensitive genes 
that are potentiated by Gc (Fig. 4). In contrast to LIF, Gc on their own affect a large 
number of genes, consistent with other genomic studies of Gc action [37,38]. Many of these 
genes respond transiently to Dex either at 3h (cluster #4 genes are activated, cluster #9 
repressed) or at 18h (cluster #1 genes are activated and #7 repressed) but other gene 
clusters exhibit sustained changes in expression (activation for cluster #3 and repression for 
cluster #6). But the most interesting gene clusters to arise from this analysis show delayed 
(18h) responses that require both Dex and LIF (cluster #2 for activated genes, cluster #8 for 
repressed genes). In particular, cluster #2 is enriched in genes involved in different cellular 
responses to aggression or stress, including genes that are part of the innate immune 
response and of the hepatic acute-phase response. 
 
3.6.1. Mechanism of STAT3 action 
 The mapping of STAT3 binding sites on the mouse genome in LIF-stimulated cells 
identified 3 449 high confidence sites (Fig. 1). This number stands in stark contrast with the 
relatively limited number of LIF-regulated mRNAs identified in profiling experiments (Fig. 
4). Although it is possible that a large number of target genes are regulated less than the 2-
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fold threshold of expression profiling data, it is more likely that this small number of LIF-
regulated genes reflects the dependence of STAT3 on other transcription factors for 
activity. This action includes a moderate stimulatory effect on Pomc gene expression: 
within the context of Pomc regulation, LIF action is mostly meaningful in association with 
the stimulatory action of CRH signaling and the downstream Nur orphan nuclear receptors 
[10]. 
  
 Nonetheless, it appears that activation of STAT3 by phosphorylation (Fig. 1A) leads 
to promoter occupancy of a large number of target genes (Fig. 1B, 1C), independently of 
other signaling pathways. These STAT3 targets include cell-specific genes such as Pomc 
(Fig. 2B) and genes involved in STAT3 signaling itself (Fig. 2C, 2D). The STAT3 target 
genes defined through ChIP-chip analysis also include a large number of genes that are co-
regulated by Gc. Independently of this co-regulation, non-biased analysis of STAT3 
genomic binding regions only revealed one conserved sequence motif, the STAT3 binding 
site itself (Fig. 2F). This conserved motif is entirely consistent with the previously defined 
STAT3 binding site [27,39]. It is noteworthy that this analysis did not reveal enrichment of 
any other motif: it might have been expected that some transcription factor binding motifs 
might have been enriched in association with STAT3 targets since STAT3 has already been 
shown to act in association with a variety of factors including GR [40]. Failure to detect 
particular enrichment of one binding motif with STAT3 binding sites may reflect the fact 
that STAT3 binding sites is associated with a large array of conserved binding motifs for 
many structural classes of DNA binding proteins and/or that these other factors act by 
protein:protein interactions with STAT3. The localization of binding peaks within STAT3 
binding regions corresponded quite closely to the position of known STAT3 binding sites 
(Fig. 2B to 2E). For example in the Pomc promoter (Fig. 2B), a binding peak was observed 
at -465 bp whereas the published STAT3 binding site is located at -387/-379 bp [8-10]. 
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3.6.2. Potentiation of LIF action by Gc 
 A surprising finding of this study has been the large number of genes that exhibit 
potentiation of LIF effects (activation or repression) by Gc (cluster #1, 2, 7 and 8). The 
Venn diagrams (Fig. 4C and 4D) clearly illustrate the large number of genes that are subject 
to Gc potentiation of LIF activity. Interestingly, a similar proportion (about 2/3) of 
randomly chosen STAT3-binding loci showed enhancement or antagonism of STAT3 
recruitment in presence of LIF+Dex compared to LIF alone (Fig. 3A). Also, many of these 
loci showed enhanced GR recruitment in LIF+Dex compared to Dex-treated cells (Fig. 3B). 
The potentiation of GR recruitment to STAT3 loci may involve direct protein interactions 
between these effectors as such interactions have been documented [41]. Direct STAT3:GR 
interactions may cause transcriptional synergism [41] but they may also reflect 
transcriptional antagonism as observed for trans-repression of LIF and/or CRH-induced 
Pomc transcription by GR. Indeed, Gc repress Pomc transcription without direct DNA 
binding by GR:  the present work showed enhanced GR and STAT3 recruitment to the 
Pomc promoter in Dex+LIF-treated cells compared to Dex or LIF alone (Fig. 3A, B) and 
we have similarly showed enhanced NGFI-B and GR recruitment to this promoter in 
CRH+Dex-treated cells compared to either treatment [18]. The potentiation of genomic 
recruitment of one factor by another is thus a clear indication of transcriptional interactions, 
but it does not predict whether an interaction may be synergistic or antagonistic on 
transcription. 
 
3.6.3. Inhibition of cell cycle and mitosis by glucocorticoids 
 In addition to its repressor effect on Pomc transcription [42], Gc inhibit the growth 
of AtT-20 cells [33]. Cluster #7 genes are repressed by Dex at 18h but not 3h irrespective 
of the presence of LIF and it is enriched in genes involved in cell cycle control and mitosis 
(Fig. 5A-C). This gene cluster therefore contains the ensemble of gene functions that may 
work coordinately to repress cell proliferation. It will be interesting to assess whether a 
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similar group of genes is also involved in the growth inhibitory effects of Gc on immune or 
other cells. 
 
3.6.4. The cell defense response 
 A unique cluster of genes was identified in the present work and is represented by 
cluster #2 (Fig. 5D). This 179 probesets (150 genes) cluster is highly enriched in genes 
involved in cell defense response. Upon removal of 40 genes of unknown function, the 
remaining 110 genes with known or suspected function were queried for involvement in 
various processes. Of these, a total of 91 genes were previously associated with various cell 
defense mechanisms, such as innate responses to viruses or to bacteria, or acute phase 
response. This group thus represents 83% of genes with documented function in cluster #2. 
The group includes genes of the innate response to viral infection that are interferon 
induced (ISGs) [43]: examples of this group include the six 2’-5’-oligoadenylate synthetase 
(Oas) genes, the Mx1 and Mx2 genes, Irf7 and Pkr (Fig. S1). Interestingly, the interferon 
genes themselves and Toll-like receptors were not induced by LIF+Dex. Similarly, the 
bacterial infection and acute phase response genes [44,45] Tpl2, Saa3, Haptoglobin and 
Serpina3 were all found in cluster #2 but the α2-macroglobulin gene was not. It should be 
mentioned however that other ISGs and cell defense genes were induced in these 
experiments under different regulatory modalities and therefore they are found in clusters 
other than #2. The genes of cluster #2 thus represent an innate defense mechanism that is 
triggered by joint activation of the inflammatory response and HPA axis. This innate cell 
defense response may be evolutionary conserved as it has been suggested for the functions 
of Mx and Oas genes [46,47]. 
 
 The most striking example of a LIF+Dex-dependent gene is Lcn2 that is induced 
more than 150 000-fold in AtT-20 cells (Fig. 6A). Whereas the Lcn2 promoter does not 
exhibit any STAT3 or GR recruitment (Fig. 6C and data not shown), their activities are 
likely conferred, at least in part, upon the Lcn2 gene by a putative enhancer element 
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identified 22 kb upstream of the Lcn2 gene (Fig. 6C-E). Interestingly, the putative Lcn2 
enhancer exhibits potentiation of GR binding upon LIF/ STAT3 action and the reverse (Fig. 
3). However, it is clear that direct action of STAT3 and GR on the Lcn2 locus is not the 
only mechanism of activation since at 18h post-stimulation, most of the response to 
LIF+Dex is dependent on de novo protein synthesis (Fig. 5E). In fact, most of cluster #2 
genes exhibit an analogous secondary response.  
 
 Lcn2 regulation thus exemplifies a cell defense response that appears to be shared 
by many cells and tissues [48,49]. We have ascertained this in vivo by injection of LIF, 
Dex, or both in normal mice and compared these responses with LPS challenge in pituitary 
and liver. Lcn2 expression was induced by LIF in both tissues and Dex treatment exerted 
synergistic activation at 3h post-treatment (Fig. 7A-E). Less synergism of Dex action with 
LIF was observed in vivo compared to tissue culture cells (Fig. 6A), but the in vivo 
experiments were conducted in mice with normal adrenal function and Gc levels. 
 
 In order to test the responsiveness of cluster #2 genes in various tissues in vivo, a 
similar experiment was conducted in mice injected with LIF+Dex compared to LPS-
injected animals. As shown graphically in Figure 7F, the response patterns to these agents 
are similar in five tissues. It is noteworthy that tissues not usually associated with the acute 
phase response, share this response pattern. These conclusions are also supported by 
experiments using different cell lines (Fig. 7G and 7H). Thus, LIF/IL6 and Gc appear to 
elicit an innate cell defense response. With regards to Gc, this positive action has been 
interpreted as pro-inflammatory [22] but it may be more appropriately interpreted as a local 
cell defense response that is distinct and complementary to the systemic anti-inflammatory 
actions of Gc. It is interesting to suggest that the innate cell defense response identified in 
the present work may constitute an ancestral defense mechanism. 
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3.7. Materials and methods 
3.7.1. Cell culture and transfection  
 AtT-20 cells were maintained in DMEM supplemented with 10% fetal bovine 
serum and antibiotics. The cells were transfected with 500 ng of luciferase reporter 
construct using Lipofectamine reagent (Invitrogen). The following day, cells were 
stimulated for 4h with either PBS as vehicle, LIF 10 ng/ml (Chemicon), dexamethasone 
(Dex) 10-7 M (Sigma), or a combination of LIF+Dex. 
 
3.7.2. Western blots 
 Whole cell extracts (WCE) were prepared and analyzed on SDS-PAGE as described 
[18]. Western blots were revealed using STAT3 (sc-482), phospho-STAT3 (sc-7993), α-
Tubulin (sc-32293) and Lcn2 (sc-50351) antibodies from Santa Cruz Biotechnology. 
 
3.7.3. Chromatin immunoprecipitation (ChIP), sequential ChIP and QPCR 
 AtT-20 cells were grown to 60-70% confluence and stimulated with 10 ng/ml LIF 
and/or 10-7 M Dex for 20 min. ChIP were performed as described previously [50], with 
little modifications. Briefly, chromatin was crosslinked with 1% formaldehyde added 
directly to the culture medium (5 min at room temperature). Crosslinking was stopped with 
glycine 125 mM in PBS for 5 min, followed by chromatin preparation. Sonicated chromatin 
was immunoprecipitated with either rabbit IgG (Sigma G2018), GR (sc-1004) or a 
combination of phospho-STAT3 (sc-7993) and STAT3 (sc-482) antibodies and collected 
using protein-A/G beads (Santa Cruz Biotechnologies). After washes and decrosslinking, 
DNA was purified using QIAquick columns following manufacturer’s directives. For 
sequential ChIP, chromatin immunoprecipitates were gently eluted with elution buffer (10 
mM Tris-HCl pH8, 1% SDS) for 20 min at 65ºC. Supernatants were diluted to 0.5% SDS, 
0.5% Triton, 0.05% NaDOC, 10 mM Tris-HCl pH8 and 140mM NaCl, and complemented 
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with 0.5 mg/ml BSA, 0.05 mg/ml yeast tRNA and 0.025 mg/ml phage λ DNA. The second 
immunoprecipitation was performed as described above for single ChIP. Enrichment was 
assessed by QPCR with Qiagen QuantiTect SYBR green PCR kit. The list of 
oligonucleotides used is available upon request. 
 
3.7.4. Whole-genome tiling arrays 
 Three independent STAT3 and control IgG ChIP samples were amplified, 
fragmented, biotin labeled and hybridized on Affymetrix Mouse Tiling 2.0R Array Set as 
recommended by the company. Raw data were processed with the MAT software [24] to 
calculate peak intensity and determine statistically significant enrichment of specific 
genomic regions. A P value cut-off of 10-5 was applied and redundant sequences were 
subtracted following BLAT search. Thus, the STAT3 whole-genome ChIP-chip yielded 3 
449 sites with a predicted false discovery rate (FDR) of 3.3%. 
 
3.7.5. Binding motif analyses 
 De novo motif analyses were done using two different sequence alignment 
algorithms. First, 800 bp masked sequences were retrieved from UCSC genome browser for 
each of the STAT3 binding sites:  those included 400 bp upstream and downstream of 
MAT defined enrichment peaks. These sequences were processed using AlignAce [51] and 
Consensus [52]. The graphical representation of the position weight matrices obtained from 
these analyses were generated with WebLogo [53]. 
  
 The same sequence set was challenged against all known transcription factor 
binding motifs using the MatInspector software (Genomatix). The resulting occurrence of 
each motif was compared to the mean number of predicted binding sites in 10 randomly 
picked genomic sequence sets. 
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3.7.6. RNA and expression arrays 
 Total RNA was extracted from AtT-20 cells previously treated for 3 or 18h with 
vehicle, 10 ng/ml LIF and/or 10-7 M Dex, using RNeasy columns (Qiagen). Two biological 
replicates of each condition were hybridized on Affymetrix MOE 430 2.0 arrays, except for 
Dex 18h that was hybridized on the previous version of MOE A and B arrays. 
Hybridization and scanning were done at the McGill University and Genome Québec 
Innovation Centre. Data were normalized using GC-RMA [29,30] on the FlexArray 
application. The variance between replicates is smaller than 0.001. We used the Local-
pooled-error test (LPE) to assess differential gene expression between control and hormone 
treated cells [31]. Gene expression with fold changes greater than 2 (P ≤  0.05) were 
considered significant. 
 
 Genes from cluster #2 were picked randomly for RT-QPCR validation. AtT-20 cells 
were treated with LIF+Dex (10 ng/ml and 10-7 M respectively) in presence or absence of 
cycloheximide at 10 µg/ml (Sigma). We also treated AtT-20, 10T½ and NIH 3T3 cells with 
LIF (10 ng/ml), IL6 (10 ng/ml), Dex 10-7 M alone or in combination for 18h. Total RNA 
was extracted as described above and gene expression was quantified with the Qiagen 
OneStep RT-QPCR kit.  
 
3.7.7. Clustering and Gene Ontology analysis 
 The genes with expression changes in at least one condition (LIF, Dex, LIF+Dex, at 
3h or 18h) were uploaded into GeneSpring GX 7.3 software (Agilent) for analysis. Smooth 
correlation was used to do unbiased clustering. Following this, K-mean clustering using 
Smooth correlation was used to separate genes with the same expression reactivity. We 
determined that 9 clusters is the most segregating setting for our dataset. The gene lists 
extracted from those 9 clusters were uploaded into the DAVID website [32] to search for 
enriched biological processes. The Affymetrix MOE 430 2.0 gene list was used as 
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reference. Thresholds were set at a minimum of 5 genes per Gene Ontology class and a P 
value ≤ 0.001. 
 
3.7.8. In vivo experiments 
 Groups of six CD1 male mice aged between 10 and 14 weeks were injected 
intraperitoneally with either PBS, 100 µg/kg LIF, 400 µg/kg Dex, LIF+Dex or 100 µg/kg 
LPS (O127:B8, Sigma) and sacrificed after 3h. Similar groups were sacrificed at 20h 
following 5 injections, except for LPS (only one LPS injection and 4 PBS injections). Mice 
were anaesthetized with 0.025 ml/g of avertin 2.5%. 1 ml of blood was collected by cardiac 
puncture. Serum proteins (100 µg) were loaded onto SDS-PAGE and Lcn2 protein was 
revealed by Western blot. Lcn2 is a small 26 kDa protein and the upper part of gels was 
stained with Coomassie blue as loading control. Pituitary, liver, testis, lung and heart were 
dissected out following sacrifice. Total RNA was extracted from these tissues using 
RNeasy column as described by Qiagen. cDNA was produced using SuperScript III 
(Invitrogen) and gene expression was measured by QPCR with Qiagen QuantiTect SYBR 
green. Lcn2 and other mRNA levels were normalized in respect to β-actin mRNA. The 
oligos sequences are available upon request. Animal experimentation was approved by the 
IRCM Animal Care and Use Committee, in conformity with regulations of the Canadian 
Council on Animal Care.   
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3.10. Figure Legends 
Figure 3.1. Targets of LIF/STAT3 action.  
A) The time course of STAT3 activation (phospho- STAT3) was determined in AtT-20 
cells following treatment with LIF (10 ng/ml). Western blot analysis of P-STAT3 is 
compared to total STAT3 protein. B) Time course of STAT3 occupancy on the promoter of 
known STAT3 target genes determined by ChIP and QPCR. C) Chromosomal distribution 
of genomic binding sites for STAT3 determined by ChIP-chip analysis of LIF-treated (20 
min) AtT-20 cells. Triplicate ChIP samples were analyzed on Affymetrix Mouse Tiling 
2.0R Array Sets. Raw data were extracted with GCOS software (Affymetrix) and were 
analyzed using the MAT software package. STAT3 enrichment peaks were selected on the 
basis of a P value threshold of 10-5. Redundant sequence filtering led to the removal of 74 
sequences, thus yielding a final count of 3 449 STAT3 binding sites. The list of these sites 
is presented in Table S1. The tiling array results were validated by QPCR analysis of 
independent ChIPs for 42 loci distributed randomly throughout all chromosomes; all 42 
were confirmed. The same loci were used for further studies in Figure 3. FDR, calculated 
false discovery rate. 
 
Figure 3.2. STAT3 genomic binding sites. 
A) Distances between STAT3 binding peaks determined by whole-genome ChIP-chip and 
nearest known genes (UCSC mm7 mouse genome assembly). Depending on position 
relative to the closest gene, data were computed as upstream to nearest TSS (left), relative 
to the TSS within the body of the gene itself (middle) or relative to the 3’ end of the gene 
(right). STAT3 binding sites that are outside these three categories were for the most part 
intergenic and this group constitutes 21.6% of the total number of STAT3 binding sites 
identified. B) Affymetrix Integrated Genome Browser (IGB) representation of tiling array 
data for STAT3 recruitment at the Pomc locus. In the top diagram, each vertical line 
represents the MAT score for one 25 bp oligonucleotide probe; each probe is spaced by 10 
bp. The green solid horizontal bar indicates the interval of statistically significant (P ≤ 10-5) 
STAT3 recruitment. This region contains a documented STAT3 binding site at -387/-379 
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bp [8,9]. C) STAT3 binding sites within the Stat3/Stat5 locus. The upstream region of the 
Stat3 gene was previously shown to contain an auto-regulatory STAT3 binding site at 
position -338/-331 bp [26]. Strong recruitment of STAT3 was observed in this region but 
also at other positions within the Stat3/Stat5 locus. Statistically significant peaks (P ≤ 10-5) 
of STAT3 binding are marked by the green boxes under the data diagram for tiling 
microarray data. D) Multiple STAT3 binding sites in the Socs3 locus including an upstream 
site that correlates with the previously documented site at -72/-62 bp [27]. E) STAT3 
binding sites flanking a microRNA gene, miR-21. The STAT3 binding peak at -2 801 bp is 
located near a STAT3 binding site previously identified in human [28]. F) WebLogo 
representation of known and computed preferred binding site for STAT3. The STAT3 
binding site used by the MatBase database (Genomatix) for in silico analysis is shown 
together with a binding site derived from analysis of the 24 published sequences for STAT3 
binding. All STAT3 binding regions from the tiling analysis were used to search for 
redundant DNA motifs, using non-biased algorithms: Consensus and AlignAce. As shown, 
both algorithms identified similar motifs. No other motif was identified within this dataset. 
 
Figure 3.3. Potentiation of STAT3 and GR recruitment at a subset of LIF/STAT3 
target genes.  
A) A group of 32 genomic STAT3 target sites and 3 control (ctl) loci (Gapdh, Myod and 
Tbp) were evaluated for STAT3 binding by QPCR analysis of ChIP performed on AtT-20 
cells treated for 20 minutes with LIF (10 ng/ml), Dex (10-7 M), both or vehicle. Following 
analysis, genes were re-grouped for presentation in three classes: those for which STAT3 
recruitment is greater (≥1.25 fold) in LIF+Dex than LIF-treated cells and those for which 
this is equal or smaller. B) GR ChIP performed on the same loci as for STAT3. C) 
Sequential ChIPs were performed for three loci on chromatin isolated from AtT-20 cells 
treated with LIF and Dex to confirm co-occupancy of STAT3 and GR on the same DNA 
fragments. Data are shown for single ChIP and for samples immunoprecipitated first with 
STAT3 and then GR antibody, and the reverse. In each case, data is presented as fold 
recruitment relative to the IgG sample and normalized by Gapdh as QPCR reference. 
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Figure 3.4. Identification of LIF and glucocorticoid regulated genes.  
A)  AtT-20 cells were treated with LIF, Dex, both or vehicle and total RNA was extracted 
from cells after 3h and 18h of treatment. Affymetrix MOE expression arrays were used to 
assess expression levels for 45101 probesets in each condition. The expression profiling 
data were normalized with the GC-RMA algorithm and statistical analysis was measured by 
Local-pooled-error test (LPE). The replicate variance is <0.001. Changes in gene 
expression levels in hormone-treated relative to control greater than 2-fold and for P ≤0.05 
were considered statistically significant. A total of 2396 probesets were thus identified, 
including all treatment conditions (Table S2). The bar histogram represents the number of 
probesets found to be up or down regulated in each condition. B) Bar diagram representing 
the number of probesets responding to treatment at either or both time points, for each 
condition. C-D) Venn diagram showing the overlap of probesets regulated by LIF, Dex or 
the combination at 3h and 18h of treatment. A large number of probesets were found to be 
uniquely regulated by both agents. E) Percentage of hormone regulated genes (probesets) 
that have at least one STAT3 binding site in the interval between 5 or 50 kb upstream or 
downstream of the gene. The random expectation value is calculated on all the genes 
present on the Affymetrix MOE 2.0 microarray. 
 
Figure 3.5. Clustering analysis of LIF and Dex regulated genes.  
A) Heat map representation of gene clustering identified by global analysis of the 
expression profiling dataset. The clustering was performed with GeneSpring GX 7.3 using 
Smooth correlation. B) Box plot representation of Smooth correlation K-means clustering 
of hormone regulated genes. The analyses required a minimum of 9 clusters in order to 
represent the different subgroups of genes that were found to be significantly associated. 
The list of genes in each cluster is presented in Table S3. C) Gene Ontology distribution of 
genes from cluster #7 that are repressed by Gc at 18h of treatment, irrespective of the 
presence of LIF; these genes are highly enriched (P ≤10-14-10-11) in cell cycle and mitosis 
associated functions. The GO gene lists are presented in Table S4. D) Gene Ontology 
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distribution of cluster #2 genes that are upregulated by the joint action of LIF and Dex at 
18h of treatment. These genes are implicated (P ≤10-10-10-4) in cell defense response 
processes (Table S4). Gene Ontology analyses were made using the DAVID web site [32]. 
E) RT-QPCR analysis of randomly selected cluster #2 genes in AtT-20 cells treated with 
LIF+Dex in presence (LD+CHX) or absence (LD) of the protein synthesis inhibitor 
cycloheximide. These genes thus exhibit a secondary protein synthesis-dependent delayed 
response.  
 
Figure 3.6. Highly synergistic activation of the lipocalin 2 (Lcn2) gene by LIF and 
glucocorticoids.  
A) RT-QPCR analysis of Lcn2 mRNA in AtT-20 cells treated with LIF, Dex or both. Note 
that the relative mRNA levels are presented on a logarithmic scale. Activation levels 
relative to control cells are: LIF (23-fold), Dex (10 278-fold) and LIF+Dex (156 026-fold). 
B) Western blot analysis of Lcn2 induction in AtT-20 cells treated for various times with 
LIF and Dex as indicated. P-STAT3 levels were visualized by Western blot of whole cell 
extracts (top panel) whereas secreted Lcn2 was revealed by analysis of culture medium. 
Lcn2 protein was undetectable in WCE (data not shown). C) Bar representation of STAT3 
ChIP-chip data for the Lcn2 locus from the mouse whole-genome tiling array. The only 
significant STAT3 recruitment in the vicinity of the Lcn2 gene was observed in an 
intergenic region located 22 kb upstream of the Lcn2 gene (red arrow). D) The STAT3 
binding region (1133 bp) of the Lcn2 locus was cloned upstream of the minimal Pomc 
promoter and assessed for transcriptional activity by transfection into AtT-20 cells. E) The 
same reporters were assessed for responsiveness to LIF, Dex and LIF+Dex, as indicated. 
Only Lcn2 enhancer-containing reporter exhibited hormone responsiveness. Data are 
presented as means ± s.e.m. of three experiments, each performed in duplicates. 
 
Figure 3.7. In vivo regulation of LIF and glucocorticoids dependent genes.  
A) Lcn2 serum levels were measured in mice following injection of LIF (100 µg/kg), Dex 
(400 µg/kg), or both intraperitoneally at 3h and 20h post-treatment. The 20h group of mice 
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received 5 injections of LIF and/or Dex respectively, in order to maintain hormone plasma 
levels. A group of mice were also injected with LPS (100 µg/kg) as positive control. Serum 
Lcn2 revealed by Western blot is shown for 2 mice in each group. B) Pituitary Lcn2 mRNA 
levels were measured by RT-QPCR at 3h post-treatment in mice treated with vehicle (C), 
LIF (L), Dex (D), LIF+Dex (LD) or LPS, as indicated. C) Pituitary Lcn2 mRNA levels at 
20h post-treatment. Note different scale relative to B. D) Liver Lcn2 mRNA levels assessed 
by RT-QPCR at 3h post-treatment. E) Liver Lcn2 mRNA at 20h post-treatment. F) Genes 
from cluster #2 implicated in cell defense mechanisms (GO analysis) were randomly picked 
and the relative abundance of their mRNA was assessed by RT-QPCR in pituitary, liver, 
testis, lung and heart of mice 20h after injection of vehicle (PBS), LIF+Dex (LD) or LPS. 
G) LIF and IL6 receptor mRNA levels relative to β-Actin mRNA as measured by RT-
QPCR in untreated AtT-20, 10T½ and NIH 3T3 cells. H) Synergistic activation of Lcn2 
and three cluster #2 genes by LIF+Dex and IL6+Dex treatment in AtT-20, 10T½ and NIH 
3T3 cells. 
 
Figure 3.S1.: List of 91 genes from cluster #2 with known/suspected cell defense function. 
 
Table 3.S1.: List of genomic STAT3 binding regions selected for a P value threshold of  
10-5 after analysis with MAT algorithm (Mouse mm7 assembly). 
 
Table 3.S2.: List of LIF and/or glucocorticoid regulated genes. 
 
Table 3.S3.: List of gene annotations attributed by DAVID web site for each cluster. 
 
Table 3.S4.: Gene Ontology analyses of the 9 gene clusters. 
 
Note: Les tables 3.S1 à 3.S4 représentent des tableaux imposants en format excel, donc ils 
sont disponibles sur le site internet de PLoS Genetics. De même, les données brutes des 
puces d'expression ont été déposées sur le site internet NCBI GEO sous le numéro 
GSE19042.  
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Figure 3.1. Targets of LIF/STAT3 action. 
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Figure 3.2. STAT3 genomic binding sites.  
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Figure 3.3. Potentiation of STAT3 and GR recruitment at a subset of LIF/STAT3 
target genes. 
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Figure 3.4. Identification of LIF and glucocorticoids regulated genes. 
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Figure 3.5. Clustering analysis of LIF and Dex regulated genes. 
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Figure 3.6. Highly synergistic activation of the lipocalin 2 (Lcn2) gene by LIF and 
glucocorticoids.  
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Figure 3.7. In vivo regulation of LIF and glucocorticoids dependent genes. 
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Figure 3.S1: List of 91 genes from cluster #2 with known/suspected cell defense 
function. 
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4.1. Avant-propos 
4.1.1. Publication 
 Cet article a été soumis et est en processus de révision par les pairs à Molecular 
Cell. 
 
4.1.2. Contribution des auteurs 
 J'ai conçu et effectué la majorité des expériences qui ont mené à cette publication. 
Également, j'ai effectué la totalité des nombreuses analyses bioinformatiques qui étaient 
requises pour cette étude génomique. Catherine Couture m'a supporté dans l'établissement 
des lignées cellulaires stables et dans les nombreuses ChIP et QPCR qui forment les figures 
4.4 et 4.6A. De plus, elle a effectué les ChIP et QPCR sur les cellules transfectées avec les 
siRNA contre GR (Figure 4.6B). Nous avons également collaborer dans le clonage et la 
transfection des rapporteurs luciférases contenant les éléments de réponse à Stat et GR 
(Figure 4.5C). 
  
4.1.3. Contexte 
 La production des Gc comme résultante de l'activation de l'axe HPA, exerce une 
action anti-inflammatoire, en plus de favoriser certaine voies de la réponse immunitaire, 
l'acute phase response et la réponse innée de défense cellulaire (tel que décrite au chapitre 
précédent). Afin de tenter de conjuguer des effets qui semblent à première vue dissociés, 
nous avons entrepris d'investiguer les mécanismes moléculaires sous-jacents à l'activation 
des voies Gc et des cytokines pro-inflammatoires LIF/IL6.  
 
 Depuis un peu plus de vingt ans, il est connu que GR peut agir selon deux modes 
d'action principaux: 1) la liaison directe de l'ADN sur des éléments GRE, 2) son 
recrutement indépendant de l'ADN par contact protéine:protéine (tethering) avec d'autres 
facteurs de transcription. Bien que quelques exemples précis de tethering aient été bien 
  
 
158
décrit dans la littérature, son importance au niveau génomique demeure inexploré. Grâce à 
une technologie récente de séquençage à haut débit de ChIP, nous avons analysé les sites de 
liaison génomique de Stat3 et de GR en réponse à leur signaux respectifs (LIF ou Gc) ou à 
leur combinaison.  
 
 L'analyse combinatoire des 5670 régions recrutant Stat3 et/ou GR nous a permis 
d'identifier différents schémas de liaison. Nous savions depuis l'étude du chapitre précédent 
que Stat3 lie beaucoup de sites génomiques en réponse à LIF, mais que peu d'entre eux 
semblent actifs transcriptionnellement. Par contre, les gènes activés par une stimulation LIF 
arborent souvent plusieurs sites Stat3 à proximité. Le recrutement de GR à l'ADN en 
réponse à Dex induit presqu'exclusivement l'activation des gènes cibles, confirmant que 
l'action répressive de GR via des nGRE semble marginale. De façon plus intéressante, le 
co-recrutement de Stat3 et de GR à l'ADN induit une synergie de recrutement, mais aussi 
une synergie transcriptionnelle. Malgré que nous ayons identifié un site de liaison 
composite pour Stat3 et GR (le SGRE, Stat and GR response element), l'effet synergique de 
leur co-recrutement n'est pas dépendant d'un agencement particulier. Outre ces effets 
médiés par le recrutement de ces facteurs à l'ADN, nous avons également découvert et 
prouver le recrutement réciproque de GR et Stat3 par tethering, et ce sur des centaines de 
sites. Cette interaction privilégiée n'a de réciproque que le recrutement, puisque l'effet 
transcriptionnel qui en découle ne l'est pas. Ainsi, le tethering de GR sur Stat3 résulte en 
une transrépression de l'activation LIF, tandis que le tethering de Stat3 sur GR engendre 
plutôt une synergie entre les voies LIF et Gc. Les résultats du présent chapitre illustrent les 
différentes méthodes qu'utilisent LIF/Stat3 et GR/Gc pour s'influencer et démontrent bien 
que le tethering est un mécanisme important et très répandu dans le contrôle de la 
transcription.        
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4.2. Summary 
 Transcription factor recruitment to genomic sites of action is primarily due to direct 
protein:DNA interactions. The subsequent recruitment of co-regulatory complexes leads to 
either transcriptional activation or repression. In contrast to this canonical scheme, some 
transcription factors such as the glucocorticoid receptor (GR) behave as transcriptional 
repressors when recruited to target genes through protein tethering. We have investigated 
the genome-wide prevalence of tethering between GR and Stat3 and found non-reciprocal 
interactions, namely that GR tethering to DNA-bound Stat3 results in transcriptional 
repression whereas Stat3 tethering to GR results in synergism. Further, other schemes of 
GR and Stat3 co-recruitment to regulatory modules result in transcriptional synergism, 
including neighbouring and composite binding sites. The results indicate extensive 
transcriptional interactions between Stat3 and GR; further, they provide a genome-wide 
assessment of transcriptional regulation by tethering and a molecular basis for integration 
of signals mediated by GR and Stats in health and disease. 
 
Highlights 
• Extensive cooperative genomic recruitment of GR and Stat3 
• Co-recruitment of GR and Stat3 to regulatory sequences results in transcriptional 
synergism 
• Stat3 tethering to GR is associated with transcriptional synergism 
• GR tethering to Stat3 is linked to trans-repression by GR 
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4.3. Introduction 
 The classical view of transcriptional activation relies on recruitment of transcription 
factors (TF) to a cognate DNA sequence, the regulatory element, that provides specificity 
of action (Lee and Young, 2000; Kadonaga, 2004). The protein:DNA interaction between 
TF and its cognate element is thus the premise for transcriptional action. The recruitment of 
DNA binding TFs is followed by formation of protein complexes that involve many co-
regulatory factors, coactivators and corepressors, together with complexes involved in 
chromatin remodelling and looping between regulatory domains, promoters and enhancers 
(Kagey et al., 2010; Bulger and Groudine, 2011). The transcriptional action of TFs is thus 
modulated by their context of action including landscape of DNA regulatory sequences and 
coregulatory proteins expressed within a particular cell context. One particularly interesting 
and unresolved property is the ability of some activating TFs to behave as DNA binding 
activators when directly recruited to cognate DNA sequences and to behave as 
transcriptional repressors when recruited to target genes through protein:protein tethering 
rather than direct DNA interaction. Although the modalities of this mechanism of trans-
repression have been defined (Oakley and Cidlowski, 2011), the prevalence and molecular 
basis for this dual action remains unclear. 
 
 The glucocorticoid (Gc) receptor (GR) provided the first (Yang-Yen et al., 1990; 
Jonat et al., 1990; Schule et al., 1990) and still best investigated example of these dual 
transcriptional properties. Indeed, GR activates transcription when recruited to target genes 
through direct DNA binding of GRE elements whereas its recruitment by tethering to 
DNA-bound TFs such as AP1 (Yang-Yen et al., 1990; Schule et al., 1990; Jonat et al., 
1990), NFκB (Ray and Prefontaine, 1994), NGFI-B (Philips et al., 1997) leads to 
antagonism of transcription activated by those DNA-bound factors. These TFs mediate 
various inflammatory or acute phase responses, and Gc/GR antagonize many of these 
responses (Glass and Saijo, 2010). Also, many pro-inflammatory cytokines stimulate 
pathways that lead to activation of Stat TF (Schindler et al., 2007). At genome level, 
Gc/GR also act in synergy with pro-inflammatory signals to activate a subset of target 
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genes. Synergistic activation of transcription by Gc and Stats was shown for different Stats, 
including Stat1, Stat3 and Stat5 (Stocklin et al., 1996; Takeda et al., 1998; Aittomaki et al., 
2000; Wyszomierski and Rosen, 2001). In some cases, the synergistic action of GR was 
suggested to be DNA-binding-independent, in agreement with a tethering model (Stoecklin 
et al., 1997; Lerner et al., 2003; Engblom et al., 2007). Although direct Stat-GR interactions 
were well documented, the tethering of these TF at genomic sites was never demonstrated. 
 
 Biological stresses activate the classical stress response and their mediator Gc, as 
well as the inflammatory response mediated by cytokines. In particular, activation of Stat3 
in response to cytokines like IL-6 is observed in many disease conditions such as in 
metabolic syndrome (Wang, 2005; Vegiopoulos and Herzig, 2007; Grundy et al., 2005) and 
cancer (Yu and Jove, 2004). We have investigated the genome-wide interactions between 
Gc and the cytokines LIF/IL6, and identified downstream gene networks that are regulated 
by cross-talk between GR and Stat3 (Langlais et al., 2008). This work identified a large 
number of genomic targets of Stat3 recruitment, in striking contrast to the relatively small 
number of genes that are regulated by this factor. However, the work showed that Stat3 is 
required to allow Gc/GR regulation of a much larger set of target genes and suggested a 
cooperative binding model for a gene subset. The present work investigated the molecular 
basis for transcriptional regulation by GR and Stat3 at genome level. Transcriptional 
synergism between these factors is shown to rely on interactions between the factors bound 
to DNA in a variety of modalities but also when their association is mediated through 
protein:protein tethering. Interestingly, whereas recruitment of Stat3 to GR through protein 
interactions or their co-recruitment to neighbouring sites results in transcriptional 
synergism, the reverse, namely recruitment of GR to DNA-bound Stat3, is associated with 
trans-repression or transcriptional antagonism. The present work thus defines the genome-
wide interaction code between Stat3 and GR, and its transcriptional outcome. Further, it 
provides a molecular basis to integrate the actions of these pathways in health and disease. 
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4.4. Results 
 In order to investigate the complex interactions between Stat3 and GR binding to 
DNA, we performed ChIP-seq analysis of Stat3 and GR binding in AtT-20 cells. The cells 
were either stimulated by LIF to activate Stat3, by Dexamethasone (Dex) to activate GR or 
both. The ChIP-seq experiments yielded 29 to 66 independent million sequence reads 
(Table S1). Peaks representing genomic recruitment of Stat3 or GR were identified with the 
MACS algorithm using a high confidence threshold p value of ≤ 10-8 (Zhang et al., 2008). 
The combined ChIP-seq data from hormone-treated cells identified 5 670 peaks of unique 
chromosomal localization. For each peak, sequence read densities were extracted over a 2 
kb region surrounding the peak and these data were used for clustering analyses (Fig. 1A). 
The ChIP-seq revealed a large number of Stat3 genomic binding sites in agreement with 
our previous whole-genome ChIP-chip analyses (Langlais et al., 2008). Clustering analysis 
of Stat3 and GR peaks yielded eight major clusters that define prototypic binding schemes 
(Fig. 1B). 
 
4.4.1. Independent genome recruitment of Stat3 and GR 
 The bulk of Stat3 binding is independent of Gc/GR. Indeed, the large cluster 3 (2 
465 peaks) exhibits LIF-dependent Stat3 binding of similar magnitude with/without Dex 
treatment. The search for Stat3 binding element (SBE) around these peaks identified a SBE 
site at high frequency close to peak center (Fig. 1C and S1A, B). Clusters 1 and 2 also 
exhibited Stat3 recruitment without GR recruitment and a high frequency of SBE at peak 
center; however, the level of Stat3 recruitment in these clusters is influenced by Dex 
treatment (without evidence of direct GR binding). None of cluster 1, 2 and 3 sequences 
revealed GR response elements (GRE) within the peak interval (Fig. 1C). Similarly, cluster 
7 represents a group of Dex-dependent GR binding sites that are not influenced by LIF 
treatment (Fig. 1A, B). Motif analysis of cluster 7 sequences revealed GRE sequences at 
high frequency, but no enrichment of SBEs (Fig. 1C and S1A, B); similar results were 
obtained for cluster 8 peaks that exhibit less efficient GR recruitment. 
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 One interesting cluster is comprised of chromosomal regions that exhibit 
independent binding of Stat3 and GR (cluster 5). For the 377 peaks that constitute cluster 5, 
Stat3 and GR binding peaks were within 200 pb of each other and in many cases, almost 
overlapping. Sequential ChIP analyses of a few cluster 5 peaks confirmed dual occupancy 
by both Stat3 and GR (Langlais et al., 2008). A stringent search for canonical SBE and 
GRE motifs within cluster 5 sequences identified such motifs in about 50% of loci (Fig. 
S1B). Localization of these motifs was performed relative to the Stat3 binding peak and 
this analysis identified SBEs at high frequency under the peak. GREs were also found at 
peak and surrounding positions (Fig. 1C). In addition to searches for the canonical SBE and 
GRE motifs, we performed de novo motif analyses within sequences of all clusters (Fig. 
S1A). Interestingly, these analyses revealed motifs highly related to SBE in clusters 1, 2, 3 
and 5, and motifs related to GREs in clusters 7, 8 and 5 (Fig. S1A). The de novo search of 
motifs around peaks that do not have well-conserved SBEs nonetheless yielded sequences 
related to SBE, but more degenerate (Fig. S1D). No other de novo motif was found within 
any of these clusters at a statistically significant level. However, the search for known TF 
binding sites associated with Stat3-GR peaks revealed enrichment of motifs for Fox, 
bHLH, AP1, CREB and SP1 factors, but not for Hox, ZF POZ, LEF, Oct, Bicoid, GATA, 
Tbox, etc. motifs (Fig. S1E, F). The motifs that are enriched tend to correspond to signal-
activated TFs and their association may reflect clustering at signal responsive regulatory 
sequences. In contrast, motifs for factors associated with developmental decisions or 
morphogen responsiveness are not enriched or even depleted around the Stat3-GR peaks. 
 
4.4.2. Stat3 and GR recruitment through protein tethering 
 The binding properties of two clusters are suggestive of genomic recruitment 
through protein interactions. Sequences of cluster 4 recruit Stat3 in LIF-treated cells as well 
as in Dex+LIF (DL)-treated AtT-20 cells (Fig. 1A, B). In addition, sequences of this cluster 
also exhibit GR recruitment in DL-treated cells but not in Dex treatment alone (Fig. 1B). 
These binding properties suggest that GR recruitment may be mediated through Stat3 rather 
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than direct DNA binding: consistent with this interpretation, the search for SBE and GRE 
motifs only revealed SBEs at these peaks (Fig. 1C and S1B). These binding properties are 
consistent with prior report of direct Stat3 and GR interactions (Zhang et al., 1997). The 
sequences of cluster 6 reflect similar binding properties with GR as primary DNA binding 
factor. Indeed, GR is recruited to cluster 6 sequences in Dex and DL-treated cells whereas 
Stat3 is only recruited in DL-treated cells (Fig. 1B). Further, motif searches within 
sequences of cluster 6 primarily revealed GRE sequences with much less frequent 
association of SBE sites (Fig. 1C and S1B). These interpretations are supported by de novo 
motif searches within the clusters: the analyses only identified motif related to SBE in 
cluster 4 and to GRE in cluster 6 (Fig. S1A). The hypothesis that these peaks reflect 
recruitment of a second TF through tethering to a DNA-bound factor (Fig. 1D) is 
investigated below. 
 
4.4.3. Transcriptional activation by Stat3 or GR 
 In order to correlate the binding properties of Stat3 and GR with hormone 
responsiveness, we plotted responses to various hormone treatments (Langlais et al., 2008) 
for genes (2396 genes are hormone responsive) associated (within 20 kb) with peaks in 
each cluster (Fig. 2). Cluster 3 represents the bulk of Stat3 peaks and the hormone response 
associated with this cluster is primarily upregulation in presence of LIF. A subset of these 
genes is also antagonized by Dex treatment. Consistent with this association, Stat3 binding 
peaks are located close to LIF upregulated genes (Fig. 3A and B). It is noteworthy that the 
number of Stat3 binding peaks is far greater than the number of LIF-upregulated genes as 
we reported previously (Langlais et al., 2008). The average height of Stat3 peaks associated 
with upregulated genes is statistically higher than other Stat3 peaks (Fig. S2A) despite the 
fact that SBE sequences identified in different groups of Stat3 peaks are not noticeably 
different. Dex upregulated genes are predominantly found within cluster 7 but also in 
clusters 6 and 5 (Fig. 2 and S3A). As for Stat3, GR binding peaks that are close to Dex 
upregulated genes (Fig. 3C and D) have greater peak heights than other GR peaks (Fig. 
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S2D). In contrast, there is no direct association of GR binding peaks with Dex 
downregulated genes (Fig. 3C and E, and S3B), as previously reported (Reddy et al., 2009). 
Hormone responsiveness of peaks from cluster 7 indicates that they are primarily associated 
with genes upregulated by Dex (Fig. 2). Some of these genes exhibit synergy in presence of 
DL or antagonism between the two pathways. The reasons for this dichotomy are not 
obvious or borne out by clustering analyses: it is however noteworthy that loci of most 
regulated genes contain peaks of different clusters as discussed below. Taken together, 
these data indicate that direct recruitment of Stat3 or GR is predominantly associated with 
activation of transcription but not with repression. 
 
4.4.4. GR antagonism of Stat3-dependent transcription 
 The hormone responsiveness pattern of genes associated with cluster 4 is relatively 
simple, namely these genes are stimulated by LIF and antagonized by Dex; conversely, 
these genes are almost never subject to synergism (Fig. 2, cluster 4). This cluster is 
comprised of overlapping Stat3 and GR peaks, the latter being observed only in DL, but not 
Dex, conditions. These peaks are preferentially localized in 5’ flanking sequences but not 
as close to transcription start sites (TSS) as peaks or motifs associated with other clusters 
(Fig. 3F). Genes/loci that have cluster 4 peaks and exhibit LIF-dependent transcription 
antagonized by Dex contain at least one cluster 4 peak but also in some cases, peaks 
corresponding to clusters 1, 2 or 3 but usually not clusters 5, 6 or 7 (Fig. 3G and S3C). In 
order to test the hypothesis that cluster 4 peaks represent recruitment of GR tethered to 
SBE-bound Stat3, we generated populations of AtT-20 cells stably expressing either Flag 
chimeras of GR or of a GR mutant deficient for DNA binding; the mutant GR used in these 
experiments contains two amino acid replacements within the GR DNA binding domain 
and these mutations were shown to prevent direct DNA binding but not protein:protein 
interactions (Stoecklin et al., 1997). Pools of AtT-20 cell clones expressing either GR wild-
type or mutant were analyzed for expression of Flagged proteins by Western blots. These 
analyses showed that Flag-GR wild-type (Flag-GR) and mutant (Flag-GRm) were 
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expressed at similar levels and that these levels are comparable to those of endogenous GR 
(Fig.S4A and B). ChIP-QPCR for GR as well as for Flag-GR was performed at 
representative loci of each gene cluster (Fig. 4A). The ratio of recruitment at each locus for 
Flag-GRm was calculated relative to recruitment of Flag-GR. As expected, this ratio was 
close to null for peaks in clusters 7 and 6 that have canonical GREs and require GR binding 
(Fig. 4A). Peaks of cluster 5 maintained low but significant Flag-GRm binding and this is 
discussed below together with analyses of this cluster. In contrast, significant recruitment of 
Flag-GRm was retained for peaks of cluster 4. Taken collectively, the data clearly support 
the interpretation that peaks of cluster 4 associated with GR antagonism of Stat3 activation 
represent GR recruitment by DNA-independent tethering to DNA-bound Stat3. Since genes 
associated with cluster 4 peaks are subject to trans-repression by Gc, we assessed 
recruitment of co-repressors to these and other peaks in response to hormone treatment. 
These analyses did not show any Dex-dependent recruitment of the SMRT or NCoR co-
repressors to cluster 4 peaks (Fig. S4E-G). Further, analysis of SBE motifs and their 
surrounding sequences at cluster 4 peaks associated with Gc trans-repressed genes did not 
reveal any sequence particularities compared to other SBEs. 
 
4.4.5. Synergism between Stat3 and GR 
 The hormone response profiles (Fig. 2) indicate that peaks of cluster 5 are primarily 
associated with genes that exhibit synergistic responses to Dex and LIF. The hallmark of 
cluster 5 is the presence of relatively independent Stat3 and GR peaks (Fig. 1B, D). Various 
binding modalities could be associated with transcriptional synergism but a majority of 
cluster 5 loci exhibit slightly enhanced Stat3 binding in DL compared to LIF conditions 
(Fig. 1B, S2F and G). In order to address the modalities of interactions between Stat3 and 
GR at cluster 5 peaks, we investigated the relative positions of their binding motifs. 
 
 Both assessment of distance between SBE and GRE within cluster 5 peaks and the 
search for de novo motifs within the same dataset revealed a novel composite regulatory 
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element that contains overlapping binding sites related to SBE and GRE (Fig. 5A, B). 
Within this novel composite SBE/GRE (labelled SGRE), the centers of SBE and GRE 
motifs are separated by 8 bp (Fig. 5A, B) and one half-site of each canonical element 
overlaps with the other (Fig. 5B). The transcriptional activity of the SGRE was assessed 
using simple reporters and compared to SBE and GRE (Fig. 5C). By comparison to 
reporters containing canonical GRE or SBE, the SGRE reporter exhibited greater 
responsiveness to Dex (Fig. 5C). This activity was comparable for two different SGREs, 
those of the S6K and ArgII genes (Fig. 5C). This greater response to Dex is correlated by 
higher GR peaks at SGREs compared to other cluster 5 peaks (Fig. S2H compared to F) or 
to cluster 6 or 7 peaks (Fig. S2C). Mutagenesis of either GRE half-site (mutants 8-11) 
within the S6K SGRE resulted in complete loss of Dex responsiveness (Fig. 5C). In 
contrast, mutagenesis of the 5’ upstream Stat3 half-site (mutant 7) prevented LIF response 
but not Dex activation. Computer modeling of Stat3 and GR binding to the SGRE motif 
indicates that interaction of Stat3 and GR dimers with this sequence is not mutually 
incompatible and actually, the proximity of GR and Stat3 DBDs indicates the possibility of 
cooperative interactions between the two dimers (Fig. S5A, B). These data indicate that the 
composite SGRE has relatively weak Stat3 responsiveness and particularly potent GR 
response by comparison to canonical SBE and GRE, respectively. We assessed whether this 
may be reflected in dose-response curves to Dex (with/without LIF) but found similar dose-
responses to Dex for both GRE and SGRE reporters (Fig. S5C, D). 
 
 Despite the striking organization of the SGRE, it is nonetheless noteworthy that 
within the hormone responsive genes associated with cluster 5 peaks, those that contain 
SGREs did not have significantly different responsiveness compared to other genes of the 
cluster. In fact, we found that 66% of genes/loci that exhibit transcriptional synergism have 
at least one peak of cluster 5 or cluster 6 within 50 kb of the gene. Examples of genes/loci 
exhibiting transcriptional synergism and peaks of these clusters are shown in Figure 3I and 
S6. In particular, the lipocalin 2 (Lcn2) gene enhancer that we characterized previously and 
showed to confer extremely strong synergism between LIF and Dex (Langlais et al., 2008) 
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has cluster 5 properties (Fig. 3I) with GR and Stat3 peaks that are separated by about 30 bp. 
It is interesting that this element exhibited at least as strong synergism as the regulatory 
sequences containing the SGRE. It thus appears that the detailed topology of Stat3 and GR 
binding within the 200 bp interval defined for cluster 5 is quite permissive. Genes that 
exhibit synergistic responses to LIF+Dex are associated with cluster 5 but also very often 
with cluster 6 peaks (Fig. 2 and Fig. 3H). These synergistic responses are correlated with 
enhanced recruitment of the co-activator p300 (Fig. S4H). 
 
4.4.6. GR-tethered Stat3 enhances transcription 
 The binding scheme observed in cluster 6 represents the opposite of cluster 4, 
namely Stat3 recruitment to GR binding sites in DL-treated cells (Fig. 2, cluster 6). Thus, 
the a priori expectation might have been the reciprocal antagonism but genes associated 
with this cluster exhibit synergistic responses to LIF and Dex. In order to verify that cluster 
6 peaks do indeed represent Stat3 recruitment by tethering to DNA-bound GR, we 
performed ChIP experiments in cells expressing a DNA binding-deficient Stat3 mutant. 
Unfortunately, we could not achieve as high expression of Flag-Stat3m by comparison to 
Flag-Stat3 (Fig. S7A). Nonetheless, the assessment by ChIP of recruitment of these Flag-
Stat3 proteins to loci representative of each cluster (Fig. 6A) showed a clear distinction 
between loci of cluster 6 compared to peaks of clusters that represent direct Stat3 binding to 
DNA (clusters 3, 4 and 5). The relative preservation of Flag-Stat3m recruitment to cluster 6 
peaks is consistent with the purported GR:Stat3 interaction. In order to further support this 
interpretation, we knocked-down GR expression using siRNA (Fig. 6B). The knockdown 
of GR resulted in about 95% decrease in GR protein assessed by Western blot (Fig. S7C). 
This led to ≥ 90% reduction of GR binding to peaks of clusters 6 and 7 (Fig. S7D) and had 
no effect on Stat3 peaks of cluster 3 (Fig. 6B). In support of Stat3 recruitment to cluster 6 
peaks by tethering, Stat3 recruitment to these peaks was completely dependent on GR (Fig. 
6B). Taken collectively, the data clearly support the interpretation that tethering of Stat3 to 
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GR leads to transcriptional synergism, in striking contrast to the outcome of GR tethering 
to Stat3. 
 
 The GR knock-down (Fig. 6B), together with the Stat3 mutant (Fig. 6A) and GR 
mutant (Fig. 4A) data suggest that binding of both GR and Stat3 is stabilized at cluster 5 
peaks by the presence of the other factor. Thus, GR knock-down had minimal effect on 
Stat3 recruitment at the peaks (Fig. 6B) and led to greater preservation of GR binding by 
comparison to cluster 6 or 7 peaks (Fig. S7D). It is interesting to note that the DNA binding 
mutations of both GR (Fig. 4A) and Stat3 (Fig. 6A) had lesser effect on cluster 5 than on 
cluster 7 or 3 peaks, respectively. These data suggest that recruitment to peak 5 loci may 
involve cooperation or stabilization between Stat3 and GR in spite of the varying interval 
between these factor’s binding sites. 
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4.5. Discussion 
 Cross-talk between Stat and GR pathways is critical for homeostasis of different 
biological responses (Rogatsky and Ivashkiv, 2006), including inflammatory (Baschant and 
Tuckermann, 2010) and innate cell defense (Langlais et al., 2008) responses. Further, these 
pathways are activated and may participate in disease conditions such as inflammatory 
disease (arthritis, inflammatory bowel disease, etc.), metabolic syndrome and cancer (Yu 
and Jove, 2004; Grundy et al., 2005). The present work defined the extensive genomic 
cooperation between GR and Stat3, and in particular, the genome-wide prevalence of GR 
and Stat3 tethering. 
 
 The number of Stat3 regulated genes is small relative to the number of genomic 
Stat3 binding sites by comparison to GR-regulated genes and GR binding sites. Thus in 
spite of the strong association of the Stat3 binding peaks with sequences related to the SBE 
motif, a large number of these peaks/motifs are insufficient on their own to modulate 
transcription. Whereas LIF-activated genes often have multiple Stat3 binding peaks, other 
Stat3 peaks not associated with direct regulation of transcription may serve a pioneer 
function for the action of others TFs. And indeed, the large number of genes that become 
Gc responsive in presence of LIF/Stat3 but not in their absence supports the idea that Stat3 
may at least potentiate the responsiveness to GR. Similarly, the association of motifs for 
Fox, AP1, CREB, bHLH and SP1 with Stat3 peaks (Fig. S1E, F) is suggestive of 
interactions with factors of these classes as shown for some of these (Zhang et al., 1999; 
Loeffler et al., 2005; Niehof et al., 2001). In particular, Stat3 may play a role that is similar 
to the recently reported potentiation of GR chromatin recruitment by AP1 (Biddie et al., 
2011). Despite the interaction of these three TFs (AP1, Stat3 and GR) at some common loci 
such as the α2-macroglobulin gene (Lerner et al., 2003), we did not find particularly 
frequent association of AP1 sites with Stat3/SBE peaks (Fig. S1E,F). 
 
 Genes that are activated by LIF/Stat3 contain SBE motifs whereas Gc-activated 
genes have GREs (Fig. 7). In contrast, Gc repression was not correlated with direct 
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genomic recruitment of GR (Fig. 2, 3C and 7). Thus, gene activation is highly correlated 
with recruitment of the cognate factors. However the converse, i.e. the presence of 
prototypical peaks, is not a good predictor of transcriptional outcome. In fact, the prediction 
of transcriptional outcome is more highly correlated for binding schemes that involve close 
range recruitment of GR and/or Stat3 since recruitment of these two factors within about 
200 bp of each other usually results in transcriptional synergism, including when Stat3 is 
recruited through protein tethering to GR (Fig. 7). The cluster 5 peaks are representative of 
interactions between Stat3 and GR that often result in synergism. The relative positions of 
Stat3 and GR binding to these loci are surprisingly diverse however. The ChIP-seq 
recruitment data are indeed suggestive of cooperation during genomic recruitment at these 
loci. Thus, the apparent stabilization of Stat3 and GR binding by each other at the cluster 5 
loci is intriguing. The extreme situation presented by the SGRE as a composite regulatory 
element with overlapping binding sites for Stat3 and GR might facilitate direct Stat3/GR 
interactions. However, the highly variable distance between SBE and GRE (Fig. 5A) is 
difficult to reconcile with direct interactions. Indeed, it is difficult to imagine that such 
variable spacing could accommodate similar protein:protein interactions. It is thus possible 
that the apparent stabilization observed in the DNA binding mutants or GR knock-down 
experiments (Fig. 4 and 6) could be mediated through the action of interacting cofactors 
such as p300 (Nakashima et al., 1999). And we did indeed observe enhanced p300 
recruitment at peaks of both clusters 5 and 6 when both pathways were stimulated, but not 
for cluster 4 (Fig. S4H). In this context, the “raison d’être” of the SGRE is intriguing since 
in isolated context, this element did not produce enhanced sensitivity to ligand activation 
but rather greater response to Gc/GR (Fig. 5C). This enhanced response to GR is not due to 
the GRE sequence within the SGRE since in isolation this GRE sequence is not more 
responsive than other. It is thus possible that the extended SGRE sequence may recruit a 
stabilizing protein together with GR. This protein is not likely to be Stat3 since genomic 
Stat3 peaks are dependent on signal activation. 
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 Similar to SGRE and close range Stat3-GR recruitment (cluster 5), the tethering of 
Stat3 to GR (cluster 6) also results at high frequency in transcriptional synergism (Fig. 2 
and 7). It is noteworthy that there are only 4 genes that are repressed by LIF treatment 
(Langlais et al., 2008) and that three of these have no Stat3 peak in their vicinity (data not 
shown). These data would be consistent with an inability of Stat3 to repress transcription. 
Further, this is supported by other examples of Stat3 tethering to CREB (Niehof et al., 
2001) and to Sp1 (Loeffler et al., 2005) or of Stat3 interactions with Smad1, AP1, NGFI-B 
and nuclear receptors (Chen et al., 2000). The present work clearly demonstrated tethered 
recruitment of Stat3 to GR and the relevance of this interaction was documented genome-
wide using a DNA binding-deficient Stat3 mutant (Fig. 6). This mutation prevented Stat3 
binding to SBE targets but not its recruitment to GRE-containing targets within cluster 6. 
This interpretation was further supported by GR siRNA knock-down. The positive 
transcriptional activity of both GR and Stat3 is thus cumulated in this tethering mode. 
The opposite transcriptional outcome (i.e. antagonism) associated with GR tethering to 
Stat3 clearly indicates that the nature of the DNA-bound factor is critical in determining 
outcome. These opposing outcomes may reflect the dual activities of GR for activation and 
repression, a property that may not be shared by Stat3. Indeed, there is ample 
documentation of GR’s ability to behave as transcriptional repressor when tethered to AP1, 
NFκB, NGFI-B and related nuclear receptors (Maira et al., 2003; Baschant and 
Tuckermann, 2010). In these instances, GR’s ability to repress may reflect a masking of its 
activating potential as much as true repressor activity since the outcome of GR tethering to 
these activating factors is primarily to block transcription driven by the DNA-bound 
activators. For example, GR trans-repression of NFκB or IRF3-dependent genes was found 
to depend on IRF3 displacement (Ogawa et al., 2005). In contrast, GR trans-repression of 
NGFI-B-dependent POMC gene transcription was correlated with recruitment of the 
chromatin modifying co-repressor HDAC2 (Bilodeau et al., 2006). In the present work, we 
did not find enhanced recruitment of co-repressors SMRT or NCoR at cluster 4 peaks but 
we did not observe changes in p300 recruitment either (Fig. S4F-H). 
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 It is noteworthy that the group of genes that are directly repressed by Gc could not 
be associated with any GR binding either in our study (Fig. 2 and 7) or in another (Reddy et 
al., 2009). One recent report identified a putative negative GRE (nGRE) that was proposed 
as an alternate GR binding site (Surjit et al., 2011). It is intriguing that this putative nGRE 
is highly related to a Stat binding element (SBE) and indeed, some cluster 4 peaks have 
such nGRE sequences, such as in the Bcl3 locus (Fig. 3B). The possibility that Stats may be 
involved in the activity of these nGREs is consistent with the reported in vivo analyses and 
with transfection studies that were performed in cells treated with IL1β (Surjit et al., 2011). 
Although it is difficult to compare the gene subsets identified in that study with the present 
one since different species and tissues were assessed, many loci reported by Surjit et al 
2011 have Stat3 peaks in our ChIP-seq studies. It would therefore be interesting to 
investigate the possibility that the Gc/GR repressor activities identified by Surjit et al 2011 
might be dependent on Stat factors. 
 
 In summary, we have shown extensive genomic cross-talk between Stat3 and GR, 
and defined the interaction code that underlies transcriptional regulation by these factors. 
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4.6. Materials and Methods 
4.6.1. Cell culture, reporters and transfections 
 AtT-20 cells were maintained in DMEM supplemented with 10% fetal bovine 
serum and antibiotics. The cells were plated in 12-well plates and transfected the following 
day with 500 ng per well of luciferase reporter construct using Lipofectamine reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). To generate luciferase reporter constructs, we inserted 
oligonucleotides representing selected Stat3 and GR binding sequences upstream of the 
minimal POMC promoter (see Table S3 for the complete oligonucleotide list). All 
constructs were sequenced to ensure accuracy of DNA sequences. The second day after 
transfection, cells were stimulated for 4 h with either PBS as vehicle, LIF 10 ng/ml 
(Chemicon, Billerica, MA), dexamethasone (Dex) 10-7 M (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO), 
or a combination of Dex+LIF. For dose response curves, cells were treated in absence of 
serum with increasing concentrations of Dex (ranging from 3x10-11 M to 10-6 M) with or 
without LIF 10ng/ml. Control or GR siRNAs (SMARTpool Dharmacon D-001810-10 and 
L-045970-01, respectively) were transfected as described above. The siRNA transfection 
efficiency was measured by FACS using cells transfected concomitantly with a siRNA 
carrying a green fluorescent Alexa 488 (siGLO, Dharmacon, D-001630-01). 
 
4.6.2. Flag-Stat3 and Flag-GR cell populations 
 Mouse Stat3 and GR cDNAs were amplified from an AtT-20 cDNA library with a 
forward oligonucleotide containing a 3xFlag tag and cloned downstream of a RSV 
promoter (Langlais et al., 2011). Stat3 and GR DNA binding domain (DBD) mutants were 
generated using the QuickChange site-directed mutagenesis protocol (Stratagene, La Jolla, 
CA). The mutant Stat3, EE→AA and VVV→AAA, does not bind SBE as previously 
shown by EMSA (Horvath et al., 1995). The GR mutant, C492W and R495Q, was selected 
for its inability to bind DNA and activate transcription through conventional GREs, and its 
ability to transactivate Stat5 (Stoecklin et al., 1997). These expression vectors, Flag-Stat3, 
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Flag-Stat3m, Flag-GR and Flag-GRm, were co-transfected with RSVneo in AtT-20 cells 
using Lipofectamine reagent and transfected cells were selected in medium containing 400 
µg/ml of G418 (Invitrogen). After 8 days under selection, surviving clones were pooled to 
constitute stable expressing cell pools (about 15000 independent clones for each construct). 
 
4.6.3. Western blots 
 Whole cell extracts (WCE) were prepared and analyzed on SDS-PAGE as described 
(Bilodeau et al., 2006). Western blots were revealed using STAT3 (sc-482), GR (sc-1004), 
RNA Polymerase II (sc-899) antibodies from Santa Cruz Biotechnology, M2 anti-flag 
antibody (F1804, Sigma), and homemade Tpit antibody (Lamolet et al., 2001). 
 
4.6.4. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) and QPCR 
 AtT-20 cells were grown 3 days in 10 cm Petri dishes to 70% confluence and 
stimulated with 10 ng/ml LIF and/or 10-7 M Dex for 20 min. ChIPs were performed as 
described previously with little modifications (Langlais et al., 2011). We performed 
immunoprecipitation with either rabbit IgG (G2018, Sigma), SMRTα (06-891, Millipore, 
Temeculd, CA), NCoR (sc-8994), p300 (sc-585x), GR (sc-1004) or a combination of 
phospho-STAT3 (sc-7993) and STAT3 (sc-482x) antibodies (Santa Cruz Biotechnologies). 
Immune complexes were isolated using a mixture of 20 µl Protein A and 20 µl Protein G 
Dynabeads (Invitrogen). Enrichment was assessed by QPCR with Perfecta SYBR green 
PCR kit (Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD). Sequences of oligonucleotides used are 
available upon request. 
 
4.6.5. ChIP-seq library preparation, sequencing and analysis 
 Five independent ChIPs for each tested condition STAT3-LIF (S3L), STAT3-
Dex+LIF (S3DL), GR-Dex+LIF (GRDL), GR-Dex (GRD) and control IgG (CTL) were 
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pooled before library preparation. The libraries and flow cells were prepared by the McGill 
University and Génome Québec Innovation Centre following Illumina recommendations 
(Illumina, San Diego, CA). The ChIP libraries were sequenced on the Illumina GAIIx high-
throughput sequencer. The sequencing yielded between 29 and 66 million 36 bp sequences 
per samples (see Table S1 for details). ChIP-seq data analysis is described in details in 
Supplemental Experimental Procedures. 
 
4.6.6. Expression profiling data 
 The list of genes regulated by hormone treatment in AtT-20 cells was retrieved from 
our previous work (Langlais et al., 2008). For the purpose of the present work, we included 
genes exhibiting a significant 2-fold change (p value ≤ 0.05) after 3 h treatment of LIF (10 
ng/ml) and/or Dex (10-7 M) over vehicle treated cells. 
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4.9. Figure Legends 
Figure 4.1. Different modalities of Stat3 and GR recruitment to genomic loci.  
A) Clustering analysis of 5 670 peaks of unique chromosomal position identified for Stat3 
and/or GR by ChIP-seq in AtT-20 cells treated with LIF (L), dexamethasone (Dex) or both 
(DL). The diagram illustrates the number and position of sequence reads per 106 sequences 
within a 2 kb interval of the ChIP-seq peak. The analysis revealed 8 major clusters 
(outlined by bars on right) of unique binding properties. B) Binding scheme for Stat3 (red) 
and GR (blue) in each condition of hormone treatment as indicated at bottom. The number 
of peaks in each cluster is indicated together with a profile that represents the average read 
density of all peaks in the cluster. C) Occurence of canonical Stat3 binding element (SBE, 
red) and glucocorticoid response element (GRE, blue) in each cluster relative to position of 
major peak. D) Schematic representation of the putative binding scheme for Stat3 (red box) 
and GR (blue oval) for each cluster. See also Figures S1 and S2. 
 
Figure 4.2. Correlation between transcriptional outcome and Stat3/GR recruitment 
schemes.   
Expression profiling studies in AtT-20 cells (Langlais et al., 2008) were categorized as a 
function of their responses to 3 h treatment with LIF, Dex, or their combination. Thereafter, 
these hormone responsive genes were queried for binding peaks in their vicinity (within 
20kb of the gene). Genes were either upregulated by the indicated hormone (up) or 
downregulated (down). Synergistic effects of Dex+LIF (DL) is indicated by synergy 
whereas antagonistic responses are labeled as such. For each cluster, hormone responsive 
genes are compared to data for all regulated genes and for all genes expressed in AtT-20 
cells. Few genes were associated with clusters 1 and 2 and they exhibit properties similar to 
cluster 3. Similarly, cluster 8 gene association exhibits properties similar to cluster 7; 
hence, clusters 1, 2 and 8 are not represented in the figure. For each cluster, the histograms 
represent the corresponding hormone response profiles together with prototypical ChIP-seq 
binding data for the corresponding peaks and with a representation of the putative Stat3 and 
GR binding schemes. 
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Figure 4.3. Position of transcription factor binding peaks relative to target genes with 
different hormone response patterns.  
A) Positions of Stat3 peaks relative to transcription start sites (TSS) of LIF upregulated 
genes compared to the presence of Stat3 peaks relative to all genes expressed in AtT-20 
cells. B) Example of a LIF-upregulated gene (Bcl3) and ChIP-seq binding profiles 
revealing four individual Stat3 peaks of cluster 3 type. Within this locus, only the Bcl3 
gene is upregulated by LIF (red) whereas the two flanking genes are either not expressed or 
not hormone responsive as indicated by the color code at the bottom of the figure. C) 
Position of GR binding peaks relative to TSS of Dex upregulated genes compared to Dex 
downregulated or all genes in the dataset. D) The Aldh8a1 gene is upregulated by Dex and 
the corresponding locus contains multiple GR peaks of the cluster 7 type. E) An example of 
a Dex downregulated gene, N-myc, together with ChIP-seq data showing the absence of 
either Stat3 or GR peaks within a large genomic region surrounding the N-myc gene. F) 
Position of Stat3 and/or GR peaks relative to TSS of genes stimulated by LIF and 
antagonized by Dex treatment. These loci often exhibit multiple cluster 3 Stat3 peaks and 
one or few cluster 4 peak(s). Cluster 5, 6 and 7 peaks are not shown because of marginal 
association with these genes. G) The Arid5b gene which is upregulated by LIF and 
antagonized by Dex contains a single cluster 4 peak in its promoter region. H) Positions of 
Stat3 and GR peaks relative to TSS of genes that exhibit synergistic activation by Dex and 
LIF. These genes are principally associated with cluster 5 and cluster 6 peaks. I) The Lcn2 
locus contains a single peak of cluster 5 type located 22 kb upstream of the Lcn2 gene and 
5 kb downstream of the Slc25a25 gene which is also subject to synergistic activation. See 
also Figure S3. 
 
Figure 4.4. DNA-independent recruitment of GR to Stat3 targets. 
The requirement on GR DNA binding ability for recruitment to peaks of different clusters 
was tested by ChIP using populations of AtT-20 cells stably expressing a flagged chimera 
of GR (Flag-GR). The relative ability of a GR mutant deficient in DNA binding (C492W 
and R495Q) (Stoecklin et al., 1997) was assessed relative to recruitment of wild-type GR. 
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Mutant GR was recruited at a very low level to GRE-containing peaks of cluster 5, 6 and 7, 
but its recruitment was retained by peaks of cluster 4 that harbor SBE, but no GRE 
sequences. The box plot presents the mean values for 4 to 7 peaks of each cluster (± s.e.m.) 
from a representative of three experiments. Data for each locus are presented in Figure 
S6C. The p values were calculated relative to cluster 7 with Student’s T-test (****, p < 
0.0001; *, p ≤ 0.05; n.s. not significant). See also Figure S4. 
 
Figure 4.5. A novel composite regulatory element containing Stat3 and GR binding 
motifs.  
A) Distance between SBE and GRE motifs found under cluster 5 peaks. This analysis 
revealed only one preferred arrangement of 8 bp between the center of each motif. B) De 
novo search for motifs within peaks of cluster 5 revealed a unique arrangement of SBE and 
GRE motifs separated by a 8 bp interval; this composite regulatory element (SGRE) 
contains overlapping SBE and GRE motifs. C) Transcriptional activity of luciferase 
reporters containing minimal promoter together with trimers of various hormone responsive 
elements including GRE, SBE and SGRE. The activity of each reporter was assessed upon 
transfection in AtT-20 cells and treatment with LIF, Dex, or both as indicated. Data are 
shown as means ± s.e.m. of at least 4 experiments, each performed in duplicates. See also 
Figure S5. 
 
Figure 4.6. DNA-independent recruitment of Stat3 to GR targets.  
A) Recruitment of a DNA binding mutant of Stat3 relative to wild-type Flag-Stat3 for 
peaks of different clusters. Whereas the DNA binding Stat3 mutant abrogated binding to 
peaks of clusters 3, 4 and 5, significant recruitment was retained to peaks of cluster 6 that 
represent GR-dependent recruitment of Stat3. Relative recruitment of the Stat3 mutant is 
low because its expression level did not reach the level of wild-type Flag-Stat3 (Fig. S7A). 
B) Effect of GR siRNA knockdown on Stat3 recruitment to peaks of different clusters. GR 
siRNA knockdown that decreased GR levels by about 95% (Fig. S7C) resulted in almost 
complete loss of Stat3 recruitment to peaks of clusters 6 compared to cluster 3. 
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Intermediate losses of Stat3 recruitment were observed for clusters 4 and 5 consistent with 
cooperative binding with GR for these clusters. (****, p ≤ 0.0001; ***, p ≤ 0.001; **, p ≤ 
0.01; *, p ≤ 0.05). The p values were calculated relative to the indicated cluster using 
Student’s T-test. See also Figures S6 and S7. 
 
Figure 4.7. Schematic representation of various schemes of Stat3 and GR genomic 
recruitment correlated with hormone response and transcriptional outcome. 
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Figure 4.1.: Different modalities of Stat3 and GR recruitment to genomic loci.  
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Figure 4.2.: Correlation between transcriptional outcome and Stat3/GR recruitment 
schemes.  
  
  
 
189
 
Figure 4.3.: Position of transcription factor binding peaks relative to target genes with 
different hormone response patterns. 
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Figure 4.4.: DNA-independent recruitment of GR to Stat3 targets.  
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Figure 4.5.: A novel composite regulatory element containing Stat3 and GR binding 
motifs.  
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Figure 4.6.: DNA-independent recruitment of Stat3 to GR targets.  
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Figure 4.7.: Schematic representation of various schemes of Stat3 and GR genomic 
recruitment correlated with hormone response and transcriptional outcome. 
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4.10. Supplementary Materials and Methods 
4.10.1. ChIP-seq peak finding analysis 
 We trimmed the first base of the 36 bp sequence for the mapping process because of 
uneven quality. The reads mapping to the mouse mm9 genome assembly was performed 
with Bowtie using the following settings: bowtie -t -o 7 --solexa1.3-qual --best --trim5 1 
mm9 (Langmead et al., 2009). 95-96% of the sequence reads were mapped to the reference 
genome. To identify significant Stat3 and GR binding events, we processed the mapped 
sequence reads with MACS version 1.3.7.1 using matching number of IgG control reads to 
Stat3 or GR samples. We used the following setting in MACS: --format BOWTIE --wig --
tsize 35 --bw 250 --mfold 7 --pvalue 1e-8 --gsize 1870000000 (Zhang et al., 2008). The 
complete number of sequence reads and peaks are listed in Table S1. To compare Stat3 and 
GR genomic recruitment we have selected peaks of p value ≤ 10-8. The contiguous binding 
events enclosed in these lists of highly significant binding peaks were separated with 
PeakSplitter (Salmon-Divon et al., 2010). Thereafter, we generated a list of unique 
chromosomal position by removing overlapping peaks (+/-200 bp) from the 4 conditions 
(S3L, S3DL, GRDL and GRD). From this list of 5760 unique chromosomal positions, we 
retrieved the total number of sequence reads (not filtered for duplicate reads) under the 
peak center for each ChIP-seq sample, including CTL. After correction for the total number 
of reads in sample (reads under peak center / 10M total reads), we clustered the peaks for 
presence or absence of binding in the four experiments. The different Stat3 and GR binding 
schemes were attributed a cluster number (Figure 1 and Table S2). From all clusters, 8 
represent the major binding schemes and were used for further analyses. 
 
4.10.2. De novo motif analyses 
 We extracted 100bp of DNA sequence surrounding the binding peaks from UCSC 
web site (Kent et al., 2002). The sequences of each cluster were processed using MEME 
(Bailey et al., 2006) and AlignAce (Roth et al., 1998). The graphical representation of the 
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position weight matrices obtained from these analyses were generated with WebLogo 
(Figure S1) (Crooks et al., 2004). 
 
4.10.3. Transcription factor binding motifs searches 
 We searched for the presence of canonical SBE or GRE motifs in 500 bp sequences 
surrounding each binding peak using the MatInspector software (Genomatix, München, 
Germany). The same sequence set was challenged against all known transcription factor 
binding motifs and the resulting occurrence for each motif was compared to the mean 
number of predicted binding sites in 3 sets of randomly picked 500 bp promoter regions. 
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4.11. Supplementary Figure Legends 
Table 4.S1. Stat3 and GR ChIP-seq experiments summary, related to Figure 1.  
For each ChIP-seq experiment conducted on AtT-20 cell nuclei in control or in hormone-
treated cells, the total number of the DNA sequence reads is indicated together with the 
number of high confidence peaks (p ≤ 10-8, determined by MACS algorithm). Compilation 
of all data have identified 5 670 peaks of unique (within 200 bp) chromosomal localization. 
 
Table 4.S2. Stat3 and GR ChIP-seq binding peak list (p value threshold ≤10-8), related 
to Figure 1.  
Complete list of unique chromosomal positions determined by the overlap (within 200 bp) 
of Stat3 and GR ChIP-seq data. For each peak, cluster number and the number of sequence 
reads at peak center (per 107 reads) are indicated. 
 
Table 4.S3. Oligonucleotides used for luciferase reporter constructs, related to Figure 
5. 
 
Figure 4.S1. Search for de novo or canonical sequence motifs around peaks of each 
cluster of Stat3 and/or GR binding scheme, related to Figure 1.  
A) Results of de novo motif searches for each cluster within 100 bp of peak maxima using 
MEME algorithm. These analyses yielded sequences related to the canonical SBE for 
clusters 1, 2, 3, 4 and 5 and sequences related to canonical GRE for clusters 5, 6, 7 and 8. 
B) The proportion of peaks (± 100 bp) containing sequences related (with a similarity 
higher than the Genomatix optimized matrix threshold) to the canonical SBE and GRE 
motifs is shown for each cluster. C) Sequences of the canonical SBE and GRE motifs used 
in C). D) Search for de novo sequence motifs associated with Stat3 peaks that did not score 
positive in the search for the canonical SBE. The motifs that were found in these analyses 
correspond to less conserved SBE-type sequences. E) Relative enrichment of indicated 
motifs in the Stat3/GR ChIP-seq dataset shown for each cluster as relative fold enrichment 
by comparison to the mean of motif occurrence in three sets of 5000 promoter (-100 bp to 
TSS) sequences. F) Position of TF binding motifs other than SBE and GRE that are 
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enriched in some Stat3/GR binding clusters. G) Comparison of the relative enrichment for 
Sp1 motif within sequences of cluster 3 relative to sequences of clusters 4, 5, 6 and 7. 
 
Figure 4.S2. Peak heights for Stat3 and GR ChIP-seq peaks in various hormone 
conditions, related to Figure 1.  
A) Average heights (number of reads per 107 reads) of Stat3 peaks in LIF-treated AtT-20 
cells. The average height of peaks associated with LIF upregulated genes (LIF active) is 
significantly higher than the mean height of any cluster. B) Average height of Stat3 peaks 
identified in Dex+LIF-treated AtT-20 cells. C) GR peak heights for different clusters in 
AtT-20 cells treated with Dex+LIF. D) GR peak heights in AtT-20 cells treated with Dex. 
Dex upregulated genes (Dex active) exhibit significantly higher average heights than any 
cluster of peaks. E) Peak heights for each cluster in control IgG condition. F) Comparison 
of cluster 5 peak heights for Stat3 or GR as indicated under the hormone treatment. G) 
Relative enhancement of cluster 5 peak heights for Stat3 and GR in Dex+LIF compared to 
LIF or Dex conditions as indicated. H) Average peak heights for Stat3 or GR present over 
SGRE motifs in various hormone conditions as indicated. 
 
Figure 4.S3. Distribution of Stat3 and/or GR binding peaks of each cluster type 
relative to TSS of associated Dex responsive genes, related to Figure 3.  
A) Data for Dex upregulated genes. B) Data for Dex downregulated genes. C) ChIP-seq 
binding profiles of genes upregulated by LIF and antagonized by Dex treatment. The Rgs4 
gene is associated with three peaks of cluster 4 type. The Socs3 locus contains multiple 
cluster 3 type Stat3 binding sites and one occurrence of clusters 4 type. The Morc1 locus 
contains three cluster 3 type of Stat3 binding sites and one cluster 4 site located within the 
Morc1 gene. Other genes present at these loci are not expressed in AtT-20 cells, as 
indicated by the color scheme at bottom. 
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Figure 4.S4. Analysis of AtT-20 cells stably expressing Flag-GR or mutant Flag-GR 
(Flag-GRm) and cofactor recruitment, related to Figure 4.  
A) Western blot comparing expression of Flag-GR with Flag-GRm and showing equivalent 
levels of expression for both Flag proteins. Western blot for RNA PolII is used as loading 
control. B) Western blot using GR antibody reveals both endogenous AtT-20 cell GR and 
slower migrating Flag-GR. C) Ratio of enrichment for Flag relative to GR antibody for 
each peak chosen within each of clusters 3, 4, 5, 6 and 7 for analysis by ChIP-QPCR. Each 
bar represents data for the indicated peak; these data were averaged in Figure 4. D) 
Recruitment of Stat3 to randomly chosen subsets of cluster 4, 5 and 6 peaks assessed by 
ChIP-QPCR. The box plot presents the mean values for 4 to 7 peaks of each cluster (± 
s.e.m.) from a representative of three experiments. The p values were calculated between 
each conditions within each cluster using Student’s T-test (**, p < 0.01; *, p < 0.05). E-H) 
Same as D) for GR, SMRT, NCoR and p300 ChIPs, respectively. 
 
Figure 4.S5. SGRE composite regulatory element binding and response properties, 
related to Figure 5. 
 Computer modeling of Stat3 and GR DNA binding domain crystal structures docked onto 
cognate sequences on the SGRE composite regulatory element described in the present 
work. Homodimers of each DNA binding domains are shown reflecting the presence of 
palindromic cognate sequences for each (Becker et al., 1998; Meijsing et al., 2009). A) Side 
view. B) View down the DNA axis. The DNA binding domains of GR and Stat3 are in 
close proximity but do not interfere with each other on the novel SGRE regulatory element. 
C) Transcription dose-response curves to increasing Dex concentrations for luciferase 
reporters containing trimers of the canonical GRE, the S6K SGRE on the ArgII SGRE 
upstream of a minimal promoter. Transfected AtT-20 cells were treated for 4 h with the 
indicated concentrations of Dex in serum-free medium. Data represent means ± s.e.m. of 
three independent experiments each performed in duplicates. D) Same experiment as in C) 
performed in the presence of 10 ng/ml LIF. 
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Figure 4.S6. ChIP-seq profiles for genes that are subject to synergistic activation by 
LIF and Dex treatment, related to Figure 6.  
At the metallothionein locus, the Mt1 and Mt2 genes are synergistically activated by Stat3 
and GR, and the promoter region of each of these genes contain binding peaks of the cluster 
5 type whereas the Mt3 and Mt4 genes present within the same locus are either not 
expressed or hormone-independent, as indicated by the color code at bottom. The Sgk locus 
has two peaks of the cluster 6 type. The Nfkbia locus contains peaks of clusters 5, 6 and 7 
types. The Spsb1 locus contains multiple peaks of the clusters 2 and 3 types together with 
two sites each of clusters 5 and 6 types. 
 
Figure 4.S7. Detailed analysis of Stat3 tethering to GR, related to Figure 6.  
A) Western blot analysis of AtT-20 cells stably expressing Flag-Stat3 and the DNA binding 
deficient mutant of Flag-Stat3. The Flag blot shows lower expression of the mutant relative 
to wild-type Stat3. RNA PolII Western blot was used as loading control. B) Recruitment 
ratios for Flag compared to Stat3 antibodies at each of the indicated peaks and clusters for 
wild-type and mutant Flag-Stat3. Each bar represents data for the indicated peak; these data 
were averaged in Figure 6A. C) Western blot analysis of GR indicates a decrease of about 
95% GR expression in AtT-20 cells treated with GR siRNA compared to control siRNA. 
Tpit Western blot is used as loading control. D) ChIP QPCR data for GR recruitment at 
randomly chosen loci of each cluster. Greater decreases of GR recruitment were observed 
at targets of direct GR:DNA interaction (clusters 6, 7) compared to peaks associated with 
protein interactions between GR and Stat3 (clusters 4, 5). 
 
 
 
Note: Les tables 4.S2 et 4.S3 représentent des tableaux en format excel, donc ils seront 
disponibles sur le site internet de l'éditeur. 
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Table 4.S1.: Stat3 and GR ChIP-seq experiments summary. 
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Figure 4.S1.: Search for de novo or canonical sequence motifs around peaks of each 
cluster of Stat3 and/or GR binding scheme. 
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Figure 4.S2.: Peak heights for Stat3 and GR ChIP-seq peaks in various hormone 
conditions. 
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Figure 4.S3.: Distribution of Stat3 and/or GR binding peaks of each cluster type 
relative to TSS of associated Dex responsive genes. 
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Figure 4.S4.: Detailed analysis of AtT-20 cells stably expressing Flag-GR or mutant 
Flag-GR (Flag-GRm). 
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Figure 4.S5.: SGRE composite regulatory element binding and response properties. 
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Figure 4.S6.: ChIP-seq profiles for genes that are subject to synergistic activation by 
LIF and Dex treatment. 
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Figure 4.S7.: Detailed analysis of Stat3 tethering to GR. 
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Chapitre 5: Discussion et perspectives 
 Les chapitres précédents ont permis d'explorer de nouveaux mécanismes de 
régulations intrinsèques à la cellule corticotrope (enhancer POMC, chapitre 2), mais 
pouvant également s'appliquer de façon générale à tous les types cellulaires en réponse à 
une combinaison de cytokines pro-inflammatoires et de Gc (réponse innée de défense 
cellulaire, chapitre 3 et la communication au niveau chromatinien entre Stat3 et GR, 
chapitre 3 et 4). Le chapitre qui suit tentera d'élaborer des hypothèses à partir des résultats 
novateurs présentés dans cette thèse et des résultats plus préliminaires, mais néanmoins 
intéressants, ayant été obtenus au cours de cette formation doctorale. 
 
5.1. Contrôle transcriptionnel du gène de la POMC 
Notre laboratoire étudie depuis plus de 25 années le contrôle transcriptionnel de 
Pomc au niveau hypophysaire. Malgré cela nous découvrons encore aujourd'hui de 
nouveaux facteurs de transcription et cofacteurs impliqués dans la régulation de ce 
promoteur qui semble extrêmement encombré. Par exemple, nous avons récemment publié 
le recrutement du FT Etv1 au niveau du Tpit/PitxRE (274). Celui-ci agit en synergie avec 
Tpit sur cet élément pour induire la transcription de Pomc. Malgré une expression 
préférentielle dans les corticotropes au niveau du lobe antérieur, l'importance d'Etv1 in vivo 
reste toujours à démontrer. En effet, l'ablation d'Etv1 chez la souris n'influence pas la 
production d'ACTH, suggérant fortement une compensation par d'autres membres de cette 
famille (274). Le chapitre 2 identifie également un nouvel enhancer histospécifique de 
Pomc ayant une activité cortico-préférentielle. Cette découverte complexifie grandement 
notre interprétation du contrôle transcriptionnel de ce gène et ouvre beaucoup de nouvelles 
questions.  
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5.1.1. Contrôle de l'expression histospécifique 
Tel que présenté au chapitre 1, le contrôle transcriptionnel histospécifique du 
promoteur Pomc est orchestré par la combinaison des FT NeuroD1, Pitx1 et Tpit. 
L'évaluation du recrutement de ces facteurs par ChIP-QPCR nous a permis de confirmer 
leur association avec la région promotrice qui avait été découverte par des études de 
transfection, de mutagenèse et de retard sur gel. Plus récemment, j'ai développé une puce 
d'ADN couvrant plusieurs loci d'intérêt pour notre laboratoire. Cette puce destinée à des 
expériences de ChIP contient plus de 4000 amplicons d'environ 1 kb permettant de couvrir 
90 loci, en plus de fragments de 300 bp couvrant le locus Pomc avec une plus grande 
résolution (de -3000 bp à +6900 bp du TSS). L'hybridation de ChIP effectuées contre Tpit, 
Pitx1 et NeuroD1 sur ces puces maisons, ont également permis de confirmer grossièrement 
leur localisation au promoteur (Figure 5.1).  
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Figure 5.1.: Profil d'enrichissement des ChIP-chip Tpit, Pitx1, NeuroD1, Stat3 et RNA 
PolII sur le locus Pomc.  
Des ChIP contre l'ARN polymérase (RNA PolII), NeuroD1, Tpit, Pitx1 et Stat3 (suivant 
une stimulation LIF) ont été hybridées, conjointement avec un échantillon témoin IgG, sur 
la micropuce à ADN Dj06 dont j'ai fait le design et qui a été produite par le service de 
biologie moléculaire de l'IRCM. Cette figure illustre la moyenne des ratios 
d'enrichissement obtenus pour au moins deux ChIP-chip indépendants. Le locus Pomc est 
couvert par des fragments de PCR contigus de 300bp. Le gène Pomc est représenté par une 
succession de boîtes (exons) et lignes (introns) bleues. Une ligne pointillée grise indique un 
niveau d'enrichissement significatif. 
 
5.1.1.1. NeuroD1 
 L'invalidation de NeuroD1 chez la souris, ne semble pas affecter de façon 
significative la différenciation des cellules corticotropes et l'expression de Pomc (275). 
Nous pensions que l'expression de NeuroD1 était perdue après la naissance, mais des 
marquages immunohistochimiques que j'ai fait m'indiquent que l'expression est maintenue 
chez l'adulte. Par contre, le marquage nucléaire attendu et observé au stade embryonnaire 
est remplacé par un marquage cytoplasmique (données non-publiées). Ceci pourrait 
indiquer qu'à l'âge adulte NeuroD1 est séquestré dans le cytoplasme en attente d'un signal 
activateur. Similairement, dans les cellules β productrices d'insuline du pancréas, NeuroD1 
est envoyé au noyau par la voie de signalisation MEK-ERK en réponse au glucose (276). 
En plus de ce rôle dans la signalisation du glucose, la perte de NeuroD1 bloque la 
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différenciation des cellules β et les souris succombent de diabète néonatal (234). Ceci 
démontre que dans certains tissus NeuroD1 a une importance capitale. Néanmoins, 
l'ablation de NeuroD1 par shRNA abroge d'environ 50% l'expression de Pomc dans les 
AtT-20 (données non-publiées). De plus, la mutation de son site de liaison, la Eboxneuro, 
inhibe presque complètement l'expression du gène rapporteur EGFP étant sous le contrôle 
de ce promoteur Pomc muté dans des souris transgéniques (231). Toutes ces évidences 
encouragent l'interprétation voulant que l'action de NeuroD1 soit redondante avec un autre 
facteur bHLH neurogénique dans les cellules corticotropes. Quant à elles, les cellules 
mélanotropes n'expriment pas NeuroD1, mais requièrent quand même la Eboxneuro pour 
atteindre une expression adéquate de la Pomc. Le bHLH neurogénique Mash-1 (Ascl1) est 
un candidat potentiel de cette redondance. Premièrement, il est exprimé dans les 
corticotropes et les mélanotropes. L'ablation de Mash-1 chez la souris ne semble pas avoir 
de phénotype corticotrope ou mélanotrope ((277) et données non-publiées). Cependant, le 
double mutant NeuroD1/Mash-1 n'a pas été fait, donc son effet pourrait être masqué par la 
présence de NeuroD1. De plus, j'ai pu démontrer par immunoprécipitation de chromatine, 
la présence de Mash-1 au promoteur Pomc dans les AtT-20. Il serait très intéressant 
d'approfondir le rôle de Mash-1 dans la différenciation des corticotropes et dans le contrôle 
transcriptionnel de Pomc. Pour évaluer leur présence au promoteur et à l'enhancer Pomc, 
des ChIP Mash-1 et NeuroD1 pourraient être effectuées dans des cellules mélanotropes et 
corticotropes extraites par tri cellulaire à partir des souris transgéniques POMC-EGFP 
(231). De plus, il serait possible de transfecter des siRNA contre NeuroD1 et/ou Mash-1 
dans les cellules AtT-20 pour jauger leur importance respective. Mais l'expérience de 
choix, serait évidemment de générer une souris ayant une invalidation conditionnelle de 
Mash-1 et NeuroD1 dans les cellules POMC hypophysaire grâce à notre lignée de souris 
POMC-Cre.  
5.1.1.2. Pitx1 et Tpit 
 Les résultats que j'ai obtenus lors d'une récente expérience de ChIP-seq contre Pitx1 
dans les cellules AtT-20, nous confirment avec une incroyable précision que Pitx1 est lié au 
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site Tpit/PitxRE du promoteur Pomc (Figure 5.2 et Table 5.1). De plus, nous pouvons 
observer son absence des autres régions du locus, hormis un léger pic non significatif à 
l'enhancer -7 Kb qui est vraisemblablement dû à la proximité entre l'enhancer et le 
promoteur grâce au repliement de la chromatine. Bien qu'aucune expérience de 3C 
(chromosomal conformation capture) n'ait confirmé cette interaction, plusieurs évidences le 
suggèrent fortement. Par exemple, le recrutement de la sous-unité Med12 du complexe 
médiateur (278;279) et de l'ARN Polymérase II à l'enhancer vont dans ce sens (Figure 5.1, 
5.2 et 2.1). De plus, cet enhancer supplémente de façon importante l'activité 
transcriptionnelle du promoteur (Figure 2.2). Les caractéristiques et fonctions possibles de 
cet enhancer seront discutées plus loin. 
 
 Pitx1 aurait-il un rôle autre que celui d'apporter Tpit au promoteur? Nous savons en 
effet qu'en son absence, le monomère de Tpit lie très mal le Tpit/PitxRE, ce qui abroge 
dramatiquement l'activité du promoteur (Figure 2.3 et (13)). La comparaison de la séquence 
du Tpit/PitxRE à travers les espèces de mammifères indique une faible conservation de la 
partie recrutant Tpit, alors que la moitié mobilisant Pitx1 est conservée parfaitement 
(Figure 2.S2). L'imperfection du site Tpit affecte considérablement l'activité du Tpit/PitxRE 
et cette affliction est proportionnelle au nombre de changement de bases (Figure 2.7). 
Ainsi, l'activité du Tpit/PitxRE se décrit comme suit: Rat > Souris > Humain. Par contre, il 
est important de noter que ces expériences ont été faites dans un modèle cellulaire murin, 
donc il y aurait toujours une possibilité que les légères variations dans la séquence 
peptidique de Tpit à travers les espèces lui permette de s'adapter aux changements 
évolutionnaires du Tpit/PitxRE. Cette avenue pourrait être vérifiée facilement en répétant 
l'expérience de la Figure 2.7D, mais en comparant l'effet de la surexpression des Tpit de rat, 
souris et humain. Pour éviter qu'il y ait un biais de la spécificité d'interaction entre Tpit et 
Pitx en fonction des espèces dû à un phénomène de coévolution, la surpression de Pitx1 des 
différentes espèces pourrait également être envisagée.  
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Figure 5.2.: Profil de ChIP-seq sur le locus Pomc.  
A) Alignement des profils de densité de séquences obtenus par ChIP-seq des facteurs 
indiqués dans les AtT-20. Les ChIP-seq Stat3 et GR sont issus du manuscrit produit au 
chapitre 4, tandis que j'ai produit les données Pitx1 et Med12 (non-publiées) et le profil de 
Tpit vient d'une ChIP effectuée par le Dr Konstantin Khetchoumian et que j'ai analysée 
(non-publié). Également représenté: la conservation de séquence entre les espèces de 
mammifères et la localisation des séquences régulatrices connues (nPE1 et nPE2 = 
enhancers hypothalamiques (220), enhancer hypophysaire identifié au chapitre 2 et le 
promoteur). B) Agrandissement des profils de ChIP-seq au niveau de l'enhancer 
hypophysaire et du promoteur. 
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 Le profil de recrutement de Tpit par ChIP-seq (données non-publiées produites par 
le Dr Konstantin Khetchoumian et analysées par moi) confirment également très 
précisément les sites de liaison au niveau du Tpit/PitxRE du promoteur et du TpitREpal de 
l'enhancer (Figure 2.1 et 5.2). Je laisse à mon distingué collègue le soin de discuter, lors de 
publications à venir, de l'étendue du recrutement génomique de Tpit.  
 
 Dans un autre ordre d'idée, l'analyse préliminaire que j'ai pu effectuer des données 
de ChIP-seq Pitx1 dégage des questions intéressantes. J'ai identifié plus de 7000 sites de 
liaison de Pitx1 dans les AtT-20. La recherche de motifs de novo faite à partir de ces sites 
de liaison retrouve effectivement le motif de liaison connu pour les facteurs à 
homéodomaine de cette famille, soit TAATCC. Par contre, de façon surprenante, ce motif 
est très minoritaire et il est inclus dans des sites composites permettant le recrutement de 
facteurs comme Tpit et d'autres. La découverte la plus inattendue est celle d'un motif étant 
très surreprésenté (contenu dans plus de 90% des pics Pitx1): GGGGGa/tGGGG. Ce motif 
ressemble étrangement à un motif SP1, mais pour ce dernier la base centrale est 
normalement un C ou un G. La position privilégiée de ce nouveau motif au centre des pics 
de ChIP-seq Pitx1, favorise l'hypothèse qu'il s'agisse bien d'un site pouvant recruter 
directement Pitx1. Par contre, beaucoup de travail reste à faire pour le valider. Nous 
pouvons penser à une expérience de retard sur gel pour valider l'interaction directe entre 
Pitx1 et cette séquence. De plus, la surpression de Pitx1 devrait induire l'activité d'un 
rapporteur luciférase étant sous le contrôle d'un promoteur minimal jouxté de cette 
séquence. De même, la mutagenèse de cette séquence devrait abolir son activité. 
L'identification des sites de liaison de Pitx1 s'est souvent avérée ardue sur des régions 
régulatrices répondant pourtant à Pitx1. Ainsi, très peu de sites de liaison de Pitx1 sont 
connus, vraisemblablement parce que les chercheurs tentaient d'identifier un élément de 
réponse du type TAATCC. Donc l'identification de ce nouveau site pourrait grandement 
faciliter l'étude du transcriptome régulé par Pitx1, de même que son impact au niveau  
développemental. Une publication datant d'une vingtaine d'années a identifié, dans le 
promoteur proximal du gène HNF3β (Foxa2), un site de liaison identique à ce nouveau 
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motif (280). De façon intéressante, ce site est essentiel à l'activité du promoteur, mais le FT 
responsable de cette activité demeure encore inconnu à ce jour. Le nouveau motif identifié 
par ChIP-seq, fait de Pitx1 le candidat tout désigné pour réguler ce promoteur.  
 
5.1.2. Rôle de l'enhancer 
 Tel que le chapitre 2 et les profils de recrutement de ChIP-seq de la figure 5.2 le 
démontrent, l'enhancer recrute les mêmes facteurs qui sont important à l'activité du 
promoteur Pomc, à l'exception de Pitx1. De plus, l'expression d'un gène rapporteur EGFP 
sous le contrôle de cet enhancer dans des souris transgéniques nous a révélé qu'il détient 
une activité cortico-préférentielle. Celle-ci contraste et balance l'activité mélano-
préférentielle du promoteur Pomc, tel qu'évaluée dans la même expérience et dans des 
travaux précédents (231). Cette caractéristique pourrait être d'une grande utilité pour notre 
laboratoire. Plusieurs travaux passés et en court utilisent une lignée de souris transgéniques 
exprimant la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur Pomc de rat, dans le but 
d'étudier la perte, principalement corticotrope, de gènes spécifiques grâce au système 
Cre/loxP (6;281). Par contre, la pénétrance de l'expression de la Cre dans les cellules 
corticotropes n'est que d'environ 70%, ce qui permet seulement une ablation partielle du 
gène ciblé. La création d'une lignée de souris transgénique exprimant cette enzyme sous le 
contrôle conjoint du promoteur et de l'enhancer Pomc de souris pourrait certainement 
accroître la pénétrance dans les corticotropes. De plus, lors de la conception de la 
construction servant à générer cette lignée, le cDNA de la Cre pourrait être couplé à un 
gène rapporteur fluorescent de type EGFP séparé par un IRES (internal ribosome entry 
site), afin de mieux suivre et caractériser l'expression du transgène Cre. Cette nouvelle 
lignée de souris constituerait un nouvel outil pour le laboratoire afin de mieux étudier 
l'ablation de gènes dans les cellules corticotropes.    
  
  Malgré la conservation variable du site Tpit inclus dans le Tpit/PitxRE, la 
conservation du TpitREpal de l'enhancer montre une conservation de séquence presque 
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parfaite à travers l'évolution des mammifères. Nous savons maintenant que la perte de 
conservation du Tpit/PitxRE affecte son activité (Figure 2.7) et puisque l'enhancer rehausse 
considérable l'activité du promoteur en transfection (Figure 2.2), la forte conservation du 
TpitREpal suggère une importance de l'enhancer dans le contrôle du niveau d'expression de 
Pomc in vivo. J'ai tenté d'explorer cette avenue en générant des lignées de souris 
transgéniques exprimant stablement le gène rapporteur EGFP sous le contrôle de l'enhancer 
et du promoteur Pomc. Les différentes lignées obtenues (données non-publiées) confirme 
l'activité cortico-préférentielle de l'enhancer observée en souris transgéniques transitoires 
(Figure 2.6). Par contre, la comparaison du niveau d'expression du gène rapporteur (mesuré 
par RT-QPCR) en comparaison avec celui mesuré dans une lignée de souris transgénique 
stable exprimant la EGFP sous le contrôle du promoteur seulement (fait à partir du même 
plasmide de base) (231), ne permet pas de conclure sur l'action quantitative de l'enhancer. 
Ces mesures ont été faites tant chez l'adulte que chez l'embryon. Malheureusement, ce 
système semble trop artificiel pour permettre une évaluation quantitative. La solution la 
plus valable pour obtenir une réponse quant au rôle quantitatif de l'enhancer in vivo, serait 
de procéder à l'ablation de cette séquence. La souris KO ainsi produite nous permettrait de 
scruter de façon non biaisée et quantitative sa fonction développementale et à l'âge adulte.    
 
 Certaines espèces, selon les données disponibles actuellement, semblent ne pas 
avoir d'enhancer. Inversement, le lémurien Bush baby n'a pas la séquence promotrice. Tel 
que le démontre élégamment une publication récente effectuée chez la drosophile, 
l'expression des gènes à travers l'évolution est en partie maintenue grâce à la redondance 
des éléments de régulation (73). Donc, même si des éléments de réponse sont perdus, 
d'autres sont présent pour assurer l'expression. Également, la position et l'organisation des 
éléments de réponse peuvent considérablement varier en fonction des espèces, mais les 
réseaux régulateurs importants sont normalement conservés (282). Dans ce contexte, 
l'enhancer Pomc pourrait avoir un rôle important à jouer, soit pour compenser la perte 
d'activité du promoteur à cause des variantes dans la séquence du Tpit/PitxRE ou pour 
remplacer carrément le promoteur, possiblement comme chez les lémuriens.   
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 Une fonction toujours incomprise de l'enhancer est son implication dans le contrôle 
de la réponse hormonale du locus Pomc. Le chapitre 2 (Figure 2.1) démontre bien que les 
FT permettant la réponse hormonale du promoteur sont également recrutés à l'enhancer en 
réponse à leur stimulus respectif: Nurr1 en réponse à la CRH, Stat3 en réponse à LIF et GR 
en présence de Gc. Par contre, lorsqu'il est transfecté dans les cellules AtT-20, l'enhancer ne 
répond que très minimalement à ces stimuli (Figure 2.2). La même expérience faite sur un 
rapporteur luciférase contenant le locus Pomc complet semble nous indiquer que l'enhancer 
n'ajoute rien au contrôle hormonal déjà efficacement orchestré par le promoteur. Pourquoi 
cet enhancer recruterait tous les FT nécessaires à la régulation hormonale sans toutefois 
l'influencer? Est-ce une question de contexte dans lequel les expériences ont été faites? 
Paradoxalement, l'enhancer humain contient des sites de liaison pour les mêmes FT, bien 
qu'ils soient organisés différemment, il est légitime de penser que les FT y sont recrutés. 
Par surcroît, en transfection, cet enhancer humain répond de façon similaire au promoteur 
humain face à des stimulations Gc et LIF, en plus d'avoir une réponse très exacerbée à la 
CRH. Cette forte réponse à la CRH est possiblement due à la prédiction de cinq sites de 
liaison (NBRE) pour les membres de la famille Nur. La mutagenèse de chacun de ces sites 
serait nécessaire pour pouvoir étayer une conclusion à ce sujet. Malgré ces importantes 
différences de réponse hormonale révélées en transfection, une question demeure: est-ce 
que l'enhancer participe à la réponse hormonale in vivo. Il serait très difficile de répondre à 
cette question chez l'humain, par contre il serait envisageable de la faire chez la souris. 
Toujours à l'aide d'une hypothétique souris KO pour l'enhancer Pomc, les différences de 
modulation de l'expression de Pomc entre ce KO et une souris WT pourrait être mesurées 
en réponse à des injections de cytokines pro-inflammatoires, de CRH, de Gc et même à des 
stress infectieux par l'injection de LPS.  
 
 Chez notre modèle de cellule corticotrope murine AtT-20, il nous a été impossible 
de confirmer ou d'infirmer un rôle de l'enhancer dans la régulation hormonale du gène 
endogène. Également, le contact direct entre l'enhancer et le promoteur n'a pas été 
démontré, bien que plusieurs évidences pointent en ce sens, comme le recrutement de 
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Med12 et PolII à l'enhancer. L'association d'autres sous-unités du complexe médiateur avec 
l'enhancer, de même que celle de la cohésine permettant de conservé la proximité entre 
deux régions génomiques (283), pourrait être évaluer en ChIP afin de peaufiner la 
suggestion d'interaction entre le promoteur et l'enhancer. Par contre, l'expérience cruciale 
qui permettrait d'en faire la preuve hors de tout doute est le chromosome conformation 
capture (3C) (284). J'ai élaboré la stratégie permettant d'effectuer cette expérience, mais le 
temps m'aura manqué pour en venir à bout. Un nouveau membre de notre laboratoire y 
travaille présentement. Une fois au point et l'interaction promoteur-enhancer confirmée, 
cette expérience pourra être répétée sous différentes conditions de stimulation hormonale. 
L'hypothèse étant qu'en réponse aux facteurs hormonaux et au recrutement des FT ainsi 
activés, la fréquence d'interaction entre ces deux régions du locus soit modifiée. Des 
expériences préliminaires de ChIP de Med12, Med1 et cohésine en réponse à Dex et CRH 
abondent en partie dans ce sens. Des expériences supplémentaires sont à prévoir pour 
confirmer cette hypothèse, principalement le 3C.   
 
5.1.3. Déficit isolé en ACTH 
 Le IAD est une maladie génétique grave et relativement rare. Tel que mentionné au 
chapitre 1, elle se caractérise par une absence de production d'ACTH qui est un signal 
essentiel dans la différenciation des cellules productrice de Gc dans le cortex surrénalien. 
Cette atteinte néonatale doit être diagnostiquée rapidement pour éviter la mort du nouveau-
né. Le patient sera soumis à une thérapie de remplacement par des Gc synthétiques qui le 
suivra toute sa vie. Notre laboratoire a identifié la principale cause de cette maladie. En 
effet, environ 65% des patients ont des mutations dans le gène TPIT. Par contre, le ou les 
autres gènes causant le IAD néonatal demeurent toujours inconnus.  
 
 Puisque cette maladie est complètement restreinte à la cellule corticotrope, le gène 
TPIT demeure le candidat de choix. S'il n'y a pas de mutation affectant son épissage, sa 
traduction ou son activité, peut-être y a-t-il des mutations affectant les éléments de 
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régulation régissant son expression. Dans ce sens, notre laboratoire tente depuis plusieurs 
années d'identifier le promoteur de Tpit. Malheureusement, tous les essais sont demeurés 
vains jusqu'à maintenant, que ce soit en évaluant en transfection l'activité de la région en 
amont du TSS ou bien en transgenèse transitoire avec de grands pans (BAC) du locus Tpit. 
Plus récemment, les nouvelles techniques de génomiques nous ont permis d'explorer plus 
en détails ce locus. Les données de ChIP-seq obtenues pour Stat3, GR, Tpit, Pitx1 et 
Med12 nous ont mis sur la piste de régions pouvant potentiellement faire office de 
promoteur ou d'enhancer. Les régions les plus prometteuses sont actuellement en cours de 
clonage pour en évaluer l'activité. Celles qui auront des caractéristiques intéressantes, soit 
un bon niveau d'activité qui pourrait être couplé à une préférence d'expression dans les 
AtT-20 comparativement à des cellules hétérologues, pourraient être validées en 
transgenèse. Il nous sera également possible de vérifier s'il existe des mutations dans les 
TFBS importants à l'activité de ces éléments de régulation chez les patients IAD.  
 
 Une autre cause possible des IAD néonataux et/ou juvéniles pourrait être la 
défaillance des séquences régulatrices de POMC. Chez l'humain, le Tpit/PitxRE du 
promoteur semble avoir une activité plus faible que chez les rongeurs (Figure 2.7). En 
contrepartie, le TpitREpal de l'enhancer pourrait avoir un rôle majeure dans l'induction et le 
maintien de l'expression du locus. Nous avons effectué le séquençage du promoteur et de 
l'enhancer, autour des sites de liaison de Tpit, pour tous les patients pour lesquels nous 
n'avions pas identifié de mutations de TPIT ou seulement une mutation hétérozygote 
récessive. À ce jour, environ 30 patients ont été séquencés mais aucune mutation n'a été 
trouvée dans le Tpit/PitxRE ou le TpitREpal. Les nouveaux patients sont systématiquement 
séquencés pour la région codante de TPIT et pour les séquences régulatrices de POMC.    
 
5.1.4. Activation par LIF 
 La réactivité du promoteur Pomc aux cytokines pro-inflammatoires de type LIF/IL6 
est primordiale à la fonction de l'interface immuno-neuroendocrine. L'analyse du promoteur 
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de rat par divers groupes de chercheurs a identifié la région distale du promoteur comme 
étant le principal élément de réponse à LIF. En fait, lorsque Stat3 est activé par LIF, il est 
recruté sur le NurRE-STAT qui permet également le recrutement de Nur77 et le synergisme 
entre les voies LIF et CRH (268;269). La liaison de AP-1, dont le niveau protéique est 
rapidement augmenté en réponse à LIF et CRH, au niveau de l'exon 1 de Pomc participe 
également minoritairement à la réponse à LIF (269). Les études ayant caractérisées cette 
réponse ont procédées par délétions successives du promoteur, ainsi que par des mutations 
ciblées. Les conclusions se sont concentrées sur l'élément NurRE-STAT. En regardant avec 
précaution les données découlant de ces travaux, j'ai pu remarquer que la région proximale 
du promoteur répond aussi à LIF. Un article subséquent montre également que la région 
proximale (entre -166 et -96bp chez le rat) répond à LIF, mais ils n'observent pas de liaison 
de Stat1-3 en retard sur gel (265). Ils suggèrent donc que cette réponse soit attribuable à 
d'autres FT ou par un mécanisme de tethering de Stat3 sur un FT recruté dans la région, 
comme par exemple Sp1, sans toutefois explorer une de ces avenues. Mes premières 
données de ChIP-QPCR, ChIP-chip sur les puces maisons (Figure 5.1) ou sur les puces de 
génome complet (Figure 2.2B) ne semblaient pas attribuer un rôle à Stat3 dans cette 
activité. Néanmoins, l'incroyable augmentation de la résolution survenue avec l'avènement 
du ChIP-seq me permet maintenant d'émettre une hypothèse. Sur le profil de liaison de 
Stat3 on dénombre trois pics de liaison sur le locus Pomc (Figure 5.2). Le pic le plus en 5' 
nous confirme son recrutement à l'enhancer (285), mais de façon inattendue il y a deux pics 
au promoteur, l'un correspond au NurRE-STAT tandis que l'autre est inconnu. Ce nouveau 
pic se localise à la jonction des régions centrale et proximale du promoteur ayant démontrée 
une certaine réponse à LIF (265;269). L'analyse de la séquence sous ce pic (centré à -105bp 
en condition LIF et -115bp en condition Dex+LIF) identifie trois SBE possibles situés à -
156bp, -125bp et -72bp, les trois étant conservés chez le rat. En tenant compte de la grande 
précision des pics au dessus des TFBS connus (Table 5.1), le site ayant le meilleur potentiel 
d'activité est celui à -125bp, mais à cause de leur proximité il serait utile de tous les étudier. 
Pour ce faire, la mutation de chacun de ces sites individuellement et en combinaison dans le 
contexte d'un rapporteur luciférase permettrait d'évaluer leur importance respective dans la 
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réponse du promoteur de souris à LIF, et potentiellement dans la synergie LIF/CRH. Cette 
synergie pourrait se faire grâce au recrutement de coactivateurs supplémentaires sur ces 
nouveaux sites et/ou par une interaction entre Stat3 et Nur77 étant recruté au NBRE situé 
tout près (Table 5.1). Dans ce contexte, il serait nécessaire d'évaluer l'importance du 
recrutement des Nur au NBRE du promoteur endogène, puisque toutes les expériences sur 
ce site ont été faites sur des rapporteurs luciférases. Théoriquement, il serait simple par 
ChIP-seq contre Nur77, NOR1 ou Nurr1 en condition CRH d'identifier s'ils sont liés 
uniquement au NurRE, ou également au NBRE, mais une limitation majeure existe. Aucun 
anticorps n'est d'assez bonne qualité pour procéder à cette étude. J'ai tenté de pallier à ce 
manque de réactif en générant des formes étiquetées de Nur77 (3xflag, V5/His et Myc) en 
N- et/ou C-terminal, pour ensuite faire la ChIP contre ces épitopes. Bien que les 
populations de cellules AtT-20 exprimant stablement ces chimères fonctionnelles  
produisent des niveaux protéiques semblables à l'endogène, aucune ChIP ne donnent 
d'enrichissement satisfaisant (données non-publiées). Il sera nécessaire de produire d'autres 
formes étiquetées de Nur77 ou de nouveaux anticorps contre les membres de la famille afin 
de répondre à cette question cruciale.   
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Table 5.1.: Position des éléments de régulation et données de ChIP-seq pour le 
promoteur Pomc  
TFBS RAT SOURIS 
Centre du pic en  
ChIP-seq (souris) 
NurRE -404/-382 -378/-357  
StatRE -387/-379 -361/-351 -355bp Stat3-DL 
Eboxneuro -375/-370 -350/-345  
TpitRE -316/-309 -288/-282 -282bp Tpit 
PitxRE -302/-297 -276/-271 
-276bp GR-DL  
-263bp Pitx1 
Eboxubi -232/-227 -206/-201  
StatRE (possibles) -183, -152 et -73 -156, -125 et -72 -115bp Stat3-DL 
NBRE -71/-64 -70/-63  
nGRE -72/-59 -71/-58  
boîte TATA -32/-27 -31/-26  
AP1 +39/+46 +39/+46  
 
 
 Bien que la voie Jak-Stat soit le principal transducteur du signal LIF, le FT C/EBPβ 
peut également être activé. En effet, la stimulation LIF augmente la production de C/EBPβ 
et accroit son activation. En présence de LIF, la surexpression de C/EBPβ active de façon 
dose-dépendante l'activité du promoteur Pomc de rat (270). Par contre, cette étude n'a pas 
exploré les sites de liaison par lesquels C/EBPβ active le promoteur. Parallèlement, voyant 
que le NurRE-STAT n'est pas le seul élément, j'ai initié la recherche de FT étant 
possiblement impliqués dans la réponse du promoteur à LIF. L'analyse in silico du 
promoteur Pomc de souris révèle 5 sites de liaison potentiels pour des facteurs de type 
C/EBP (Figure 5.3A). Des expériences préliminaires de ChIP-QPCR m'ont permis 
d'observer le recrutement de C/EBPβ et C/EBPδ au promoteur en condition basale, mais 
seul le recrutement de C/EBPβ est fortement rehaussé suite à une stimulation LIF (données 
non-publiées). Ce dernier devient donc le candidat le plus intéressant pour la suite. Pour 
tenter d'identifier le site de liaison privilégié par C/EBPβ, j'ai effectué des QPCR ciblant 
diverses régions du promoteur. Évidemment la résolution de cette expérience est loin de 
celle du ChIP-seq, mais le site localisé près du Tpit/PitxRE semble l'élément favorisé, sans 
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toutefois exclure une participation des autres sites potentiels (Figure 5.3B). Récemment, j'ai 
participé au clonage du promoteur Pomc de souris (-770bp à +71bp) en amont d'un 
rapporteur luciférase. Donc, pour évaluer la contribution de chacun de ces sites, il serait 
aisé d'en faire la mutagenèse dirigée individuellement et en combinaison. Également, pour 
mieux caractériser l'apport relatif de Stat3 et C/EBPβ à la réponse LIF, il serait possible de 
mesurer l'activation transcriptionnelle du gène endogène dans le modèle AtT-20 suite à une 
transfection avec des siRNA ciblés contre ces deux FT. Ces deux expériences seraient aussi 
l'occasion d'évaluer si C/EBPβ participe à la synergie LIF-CRH ou si elle ne dépend que de 
Stat3 et Nur77. En somme, la réponse du promoteur Pomc aux cytokines pro-
inflammatoires de type LIF/IL6 est plus complexe qu'il ne l'avait été estimée au départ. 
Plusieurs FT y participent (AP1, Stat3 et C/EBPβ), et ce sur divers éléments de réponse 
d'un promoteur déjà très encombré.  
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Figure 5.3.: Recrutement de C/EBPβ au promoteur Pomc. 
A) Position des sites de liaison prédits sur le promoteur POMC de souris pour des facteurs 
de transcription de la famille C/EBP. B) Analyse du recrutement de C/EBPβ au promoteur 
par ChIP-QPCR suite à une stimulation LIF de cellules AtT-20 durant 30 min. Différentes 
paires d'oligonucléotides (barres rouges = amplicons) sont utilisés pour tenter d'identifier 
quels sites prédits recrutent effectivement C/EBPβ. L'enrichissement est normalisé par 
rapport à une ChIP témoin IgG et au promoteur de MyoD qui est complètement inactif dans 
ce type cellulaire. 
 
5.1.5. Transrépression par les glucocorticoïdes 
 La complexité de l'activation transcriptionnelle de Pomc par LIF n'est rien 
comparativement à l'effet antagoniste exercée par les Gc. Tel qu'énoncé au chapitre 1, notre 
laboratoire a identifié deux mécanismes par lequel GR réprime le promoteur. Le premier fut 
la liaison d'un homo-trimère de GR sur le nGRE dans la région proximale (158). Par contre, 
il fut démontré plus tard que le mécanisme principal vient d'une transrépression de GR par 
tethering sur Nur77 (272). La sous-unité Brg1 du complexe Swi/Snf est essentielle dans la 
formation de ce complexe transrépresseur recrutant HDAC2 qui provoque la déacétylation 
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de l'histone H4 au niveau du promoteur et du gène. Mais contre-intuitivement, l'élaboration 
de ce complexe répresseur ne provoque pas le déplacement des coactivateurs TIF1β et 
SRC2 étant recruté en réponse à CRH (153;253). J'ai pu observé le même phénomène avec 
le coactivateur p300 recruté au promoteur et à l'enhancer en réponse à LIF (données non-
publiées et chapitre 4). Tout comme les autres coactivateurs, le complexe médiateur n'est 
pas déplacé (données non-publiées). Donc, toutes ces données nous indiquent que l'arrivée 
de GR en réponse aux Gc, induit le recrutement nouvelles protéines formant un complexe 
répresseur, sans toutefois déplacer les coactivateurs. Ce statu quo est d'autant plus 
paradoxal qu'il y a une stabilisation de la liaison de certains coactivateurs, en condition 
Dex+CRH et/ou Dex+LIF, tel que pour p300. Le tethering de GR incitent peut-être des 
coactivateurs à changer leur fusil d'épaule, comme par exemple SRC2. Il a été démontré 
dans le contexte de la transrépression de GR sur AP1 que SRC2 passe d'activateur à 
répresseur (176). Il serait intéressant de voir si SRC2 joue un tel rôle au niveau du 
promoteur Pomc.  
  
 Lors de l'antagonisme Dex-CRH, la déacétylation de H4 est couplée à la perte 
d'induction de phosphorylation du queue C-terminale de l'ARN PolII sur les Ser2 et Ser5 
corroborant une diminution de la polymérase sur le corps du gène Pomc (153). Par contre, 
plusieurs questions restent ouvertes. La diminution de l'ARN PolII activée est-elle la 
résultante d'une fermeture partielle du locus à cause de la perte des marques acétyles sur les 
histones H4? Cette hypothèse n'est vraisemblablement pas la meilleure, puisque le niveau 
de Ac-H4 ne fait que revenir à un état non-stimulé, permettant déjà une transcription élevée 
de ce gène. S'agit-il d'un phénomène de pausing de la polymérase? Pour approfondir cette 
éventualité, il serait intéressant d'analyser en ChIP-seq la position de la machinerie 
transcriptionnelle de base, de même que du complexe médiateur en fonction des différentes 
conditions hormonales. S'il s'agit de pausing, en condition Dex, l'ARN PolII et le complexe 
médiateur devraient générer un profil de ChIP-seq majoritairement centré après l'initiation 
du gène (environ à +20-50pb) (286-289). Des données préliminaires obtenues pour le 
complexe médiateur nous permettent d'abonder vers cette hypothèse, mais beaucoup de 
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travail reste à faire. Afin de confirmer le pausing, il serait également possible d'analyser la 
production d'ARNm tronqués. Ces petits ARNm sont produits lors du pausing par 
l'impossibilité de la polymérase de franchir un certain point lors de l'initiation de la 
transcription (286;289;290). Par surcroît, nous pourrions faire l'ablation par siRNA de 
DISF, un facteur étant recruté en tout temps à la polymérase et permettant d'induire ce 
phénomène de pausing. Sa perte devrait abroger la transrépression des Gc. Le recrutement 
constitutif de DISF à la polymérase n'induit pas toujours le pausing, les gènes ayant une 
transcription productive recrute le facteur P-TEFb pour contrer son action. Alors il serait 
aussi possible, d'évaluer en ChIP la perte de recrutement de P-TEFb au locus Pomc lors du 
traitement Dex. Cette perte devrait être concomitante à une diminution de la modification 
d'histone H3K79me2 sur les nucléosomes dans le corps du gène puisqu'elle est associée à 
une transcription active et donc au passage de la polymérase (291).  
 
 Nous savons également que la synergie induite par le co-traitement CRH+LIF est 
réfractaire à la transrépression par Dex (292). Est-ce parce que le recrutement de Stat3 et 
Nur77 au NurRE-STAT empêche le pont Nur77-Brg1-GR (sans toutefois bloquer le 
recrutement de GR au promoteur) et ainsi interfère avec la formation d'un complexe 
répressif? Est-ce à cause du recrutement de CREB avec Nur77 et Stat3? Une expérience de 
ChIP contre Nur77, Stat3, GR, CREB et Brg1 dans les différentes conditions hormonales 
permettrait de vérifier ces hypothèses. Par ailleurs, il a été montré dans les cellules ES que 
la liaison du FT c-Myc permet le recrutement de P-TEFb, libérant donc la PolII de cet arrêt 
forcé qu'est le pausing (291). Dans le contexte du promoteur Pomc, il est possible que c-
Myc soit recruté à la Eboxneuro ou à la Eboxubi en condition CRH+LIF, puisque qu'il lie ce 
type de séquences (293), permettant un recrutement accru de P-TEFb et l'antagonisme de la 
transrépression par GR.      
 
 La méthylation de l'ADN est associée depuis longtemps à un état chromatinien 
répressif de longue durée. De plus en plus d'évidences nous indiquent maintenant qu'un 
processus de méthylation peut également être associé à de la répression transitoire. Par 
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exemple, en réponse aux estrogènes, les gènes pS2 et Wisp-2 subissent une activation qui 
est entrecoupée par le recrutement cyclique des méthylases de l'ADN Dnmt1, 3a et 3b qui à 
leur tour méthylent les cytosines de ces promoteurs (294). Un processus semblable pourrait 
être impliqué dans le répression de Pomc. Le recrutement de Dnmt1, Dnmt3a et Dnmt3b en 
réponse aux différentes stimulations hormonales (LIF, CRH et/ou Dex) peut facilement être 
apprécié en ChIP-QPCR. Si leur présence est observée, la méthylation des îlots CpG du 
promoteur pourrait être mesurée par séquençage bisulfite ou par une ChIP à l'aide d'un 
anticorps reconnaissant spécifiquement les cytosines méthylées. Cette méthylation des îlots 
CpG pourrait ensuite permettre la répression de Pomc via le recrutement du complexe de 
remodelage de la chromatine et de déacétylation d'histone Mi-2/NuRD via sa sous-unité 
MBD2 (methyl CpG-binding domain) (294;295). Supportant cette hypothèse, des données 
préliminaires recueillies par le laboratoire montrent que GR interagit avec certaines sous-
unité du complexe NuRD. 
  
 Les données de ChIP-seq GR en condition Dex et Dex+LIF (chapitre 5 et Figure 
5.2) sont intrigantes! Après une analyse minutieuse et plusieurs vérifications, le pic de 
liaison de GR au promoteur Pomc n'est pas localisé tel qu'attendu au dessus du NurRE, ni 
même du nGRE. Il est plutôt centré au dessus du Tpit/PitxRE (Figure 5.2 et Table 5.1). Il a 
déjà été montré que Tpit et/ou Pitx1 ne sont pas impliqués dans la répression par les Gc 
(272;273). Par contre, il est important de noter que ceci fut étudié sur des rapporteurs 
luciférases contenant le promoteur de rat. Peut-être est-ce différent sur le gène endogène ou 
chez la souris. Mais une hypothèse très intéressante serait de considérer le recrutement de 
GR par tethering sur Etv1 qui est intercalé entre Tpit et Pitx1 (274). En effet, GR est 
reconnu pour être capable de transréprimer un autre membre de la famille Ets, soit PU.1 
(180). Il serait intéressant d'évaluer l'effet de siRNA contre Etv1 et Etv5, les deux membres 
de la famille Ets les plus abondants dans les AtT-20, sur la répression par les Gc. 
L'éventualité d'une interaction entre Etv1 et GR n'est pas en contradiction avec les contacts 
déjà décrit pour Nur77, Brg1 et GR. La position du pic de GR en ChIP-seq reflète 
vraisemblablement la position du complexe répresseur formé par GR.  
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 En somme, l'importance relative des différents éléments réponses qui fut étudié 
dans le contexte plus artificiel de rapporteurs luciférases est remise en cause par l'analyse 
de la localisation précise de Stat3 et surtout GR par ChIP-seq. La figure 5.4 représente une 
version amendée (en comparaison à la figure 1.12) de la localisation majoritaire des FT en 
fonction des nouvelles données présentées dans cette thèse et des postulats émis dans cette 
discussion. L'organisation complexe des coactivateurs et corépresseurs n'est pas 
représentée, mais méritera d'être clarifiée puisqu'ils sont réellement les effecteurs des 
signaux transduit par Nur77, Stat3 et GR.  
 
 
Figure 5.4.: Représentation amendée des facteurs de transcriptions impliqués dans le 
contrôle de l'expression histospécifique et hormonal de la Pomc. 
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5.2. Réponse innée de défense cellulaire 
 La réponse innée de défense cellulaire (ICDR, innate cell defense response) 
identifiée au chapitre 3 résulte de l'activation synergique d'un groupe de gènes par les 
cytokines pro-inflammatoires LIF/IL6 et les Gc. Bien que les Gc aient été historiquement 
reconnus pour leur actions anti-inflammatoires, cette découverte s'inscrit avec d'autres dans 
l'identification d'un rôle pro-inflammatoire et immuno-modulateur de l'immunité. En 
prenant du recul, il est logique de penser que les Gc ne peuvent que freiner le système 
immunitaire, puisqu'en situation de crise l'organisme doit impérativement se défendre 
contre l'agresseur. Donc, lors d'une infection majeure, tous les types cellulaires sont 
exposés de façon prolongée à LIF/IL6 et aux Gc, ce qui active la ICDR. Le seul tissus dans 
lequel je n'ai pu observer l'induction de cette réponse est le cerveau. Ma suspicion à l'effet 
que les hormones ou le LPS injectés intrapéritonéalement n'atteignent pas le cerveau à 
cause de la barrière hémato-encéphalique s'est confirmée puisque qu'une étude injectant le 
LPS directement dans le cerveau révèle l'activation d'un groupe de gènes similaire. De plus, 
l'activation de plusieurs de ces gènes est dépendante de l'activité de GR, suggérant qu'il 
s'agissent d'une réponse de type ICDR (296).  
 
5.2.1. Réminiscence d'une réponse ancestrale 
 Plusieurs des gènes inclus dans cette réponse (Figure 3.S1) sont impliqués depuis 
très longtemps dans la défense contre les agresseurs. Par exemple, les gènes des familles 
Mx et Oas étant impliqués dans la défense contre les virus ont des gènes ancestraux chez le 
poulet, le poisson, C. elegans et même chez la levure (297;298). Il est donc possible que 
cette réponse soit un vestige de l'évolution, au moment où chacune des cellules devaient se 
défendre individuellement. Ceci n'est pas en opposition avec un rôle de cette ICDR dans 
nos organismes complexes. Dans une condition critique, il est important que tous les 
membres d'une communauté mettent l'épaule à la roue. Par exemple, la sécrétion locale de 
lipocaline 2 (Lcn2), un chélateur de fer, doit grandement aider à bloquer la prolifération 
bactérienne. Par contre, il est difficile d'évaluer l'importance de cette réponse par rapport à 
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la réponse immunitaire classique puisque cette réponse est activée par deux FT essentiels à 
la vie et qui ont plusieurs autres fonctions. Des outils pour y arriver pourrait découler de 
l'étude du mécanisme d'activation de cette réponse.  
  
5.2.2. Mécanisme d'activation de la réponse innée de défense cellulaire 
 La réponse innée de défense cellulaire est activée par une synergie LIF/IL6 et Gc et 
donc par Stat3 et GR. Par contre, ces deux FT n'activent pas directement la majorité des 
gènes de cette réponse. En effet, tel que démontré à la figure 3.5E, un traitement 
cycloheximide (inhibant la synthèse protéique) abolit l'activation de la ICDR, indiquant 
qu'elle dépend de la production de médiateurs secondaires. En scrutant la liste des FT 
activés de façon synergique par un traitement LIF+Dex, j'ai identifié quelques FT ayant le 
potentiel de jouer ce rôle de médiateur (Figure 5.5A-B). De façon intéressante plusieurs 
d'entre eux ont déjà des fonctions immunitaires décrites. Par exemple, IRF9 (Isgf3γ) forme 
un complexe transcriptionnel trimérique avec Stat1 et Stat2, nommé ISGF3, qui est 
essentiel à la réponse aux interférons de type I (IFNα-β) (299). De façon intéressante, la 
production de messagers de Stat1 et Stat2 est également activée en réponse à LIF et/ou Dex 
(Figure 5.5B). Quant à lui, IRF7 est également activé en réponse aux IFN de type I et 
directement par les antigènes viraux et bactériens via l'activation des récepteurs TLR (Toll-
like receptor) (300;301). Dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes, son expression est 
régulée par ISGF3. Avec IRF3, il est essentiel à l'activation des gènes IFN de type I, de 
même que pour des gènes sensibles aux signaux IFN.  
 
 Les niveaux de C/EBPβ et δ augmentent rapidement dans plusieurs tissus et de 
façon très marquée dans le foie suite à une injection LPS et par les cytokines pro-
inflammatoires de type IL6 (302). Cette induction est en partie régulée par Stat3 (80;125). 
En résultante, ils sont des médiateurs importants de l'activation de l'acute phase response 
(125;302). Ces C/EBP ayant des fonctions tantôt redondantes et tantôt différentes, ont aussi 
des rôles importants dans le contrôle de la différenciation de plusieurs types cellulaires 
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(dont les lignées myéloïdes et les adipocytes) (303) et dans l'activation de divers processus 
biologiques tel que la prolifération, la lactation, la reproduction, le métabolisme 
énergétique, l'inflammation, etc. ((304) et revu dans (305)). De plus, C/EBPβ participe à 
l'activation de la transcription d'IRF9 en réponse à l'IFNγ (306) et possiblement par d'autres 
signaux. Aussi, il est recruté synergiquement avec GR sur divers éléments de réponse 
communs, et ainsi participe à la différenciation des adipocytes (160). Une publication 
récente, démontre de façon élégante que C/EBPδ est essentiel à l'activation persistante de la 
réponse TLR4, mais pas à la réponse aigüe (307). Ceci est en accord avec l'hypothèse que 
j'expose dans cette section, à l'effet que C/EBPδ serait un médiateur d'une réponse à long 
terme.    
 
 Le membre de la famille Krüppel-like, Klf15, subit une forte induction en réponse à 
Dex (Figure 5.5B). Même si cette activation ne dépend pas de la présence de LIF, Klf15 
demeure un candidat intéressant. Très peu de travaux ont été fait sur ce FT, mais il semble 
avoir des fonctions activatrices et répressives en fonction du contexte (308;309). Son rôle le 
mieux décrit réside dans la différenciation des adipocytes induite par les Gc. En effet, 
l'expression de Klf15 est rapidement accrue par les Gc dans les préadipocytes et son 
ablation par siRNA abroge presque complètement l'expression des gènes marqueurs de 
l'adipogenèse et l'accumulation de lipides (310;311).    
 
 Afin d'évaluer la possibilité qu'un ou plusieurs de ces FT soient impliqués dans 
l'activation de la ICDR, j'ai transfecté les cellules AtT-20 avec des siRNA spécifiques 
contre chacun d'eux préalablement à un traitement Dex+LIF de 18h. La difficulté de cette 
approche vient du fait qu'il nous faille bloquer l'augmentation de la transcription de ces FT 
et non seulement leur niveau basal. Néanmoins, pour la majorité d'entre eux je parviens à 
contrecarrer efficacement cette induction. La figure 5.5C représente l'effet des différents 
siRNA sur l'activation de plusieurs gènes de la ICDR choisis au hasard. Une analyse de 
regroupement non-biaisé ségrégue ces gènes en deux groupes. Le premier (rouge) semble 
principalement activé par C/EBPβ et δ. Bien qu'aucun des FT testés ne semble activer le 
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second groupe, il semble être sous un contrôle répressif de Klf15 et C/EBPβ (Figure 5.5C). 
Cet effet de C/EBPβ pourrait découler de sa capacité d'induire la transcription du gène 
Klf15 (311). L'ablation d'IRF7 par un siRNA spécifique fut efficace, mais n'a affecté 
l'activation d'aucun des gènes vérifiés (données non-publiées). De façon intéressante, le 
niveau d'activation des gènes en réponse au traitement Dex+LIF 18h s'avère très différent 
entre les deux groupes: le premier ayant de fortes activations (Figure 5.5D). De plus, le 
premier groupe comprend des gènes normalement attribués à la réponse APR, tandis que le 
second représente des gènes de l'immunité innée. Il est extrêmement captivant d'observer 
que les deux groupes de gènes (APR et immunité innée) constituant l'ICDR soient contrôlés 
par des médiateurs secondaires différents. Ces résultats préliminaires pavent la voie vers la 
compréhension des mécanismes sous-jacents à l'activation de l'ICDR, mais beaucoup de 
travail doit encore être accompli. Lorsque le ou les médiateurs secondaires seront 
clairement identifiés, il sera possible d'évaluer l'importance relative de l'ICDR dans la 
réponse de défense immunitaire globale. L'utilisation de modèles de souris dans lesquels 
ce(s) gène(s) seront invalidés conditionnellement dans certains tissus, nous aidera sans 
doute à atteindre ce but. Par contre, il faudra être prudent d'utiliser les modèles appropriés 
puisque, tel que discuté plus haut, certains de ces facteurs sont importants dans l'APR et/ou 
la défense immunitaire innée. 
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Figure 5.5.: Analyse préliminaire des médiateurs secondaires potentiellement 
responsables de l'activation de l'ICDR. 
A) Dendrogramme illustrant la régulation d'un sous-groupe de 176 gènes associés au 
contrôle transcriptionnel extraits à partir des données du chapitre 3. B) Dendrogramme 
représentant le profil d'activation en réponse à LIF et/ou Dex pour les FT étant 
potentiellement impliqués dans l'activation de l'ICDR. C) Analyse de regroupement non-
biaisé de l'effet des siRNA dirigés contre les FT étant potentiellement responsable de 
l'activation de l'ICDR. Une coloration rouge indique une diminution de l'activation par 
rapport à l'activation normale par le traitement Dex+LIF 18h tel que mesurer par RT-
QPCR. Inversement, la coloration bleue souligne une activation accrue. Deux groupes de 
gènes se distinguent, ils sont indiqués par les barres rouges et bleues. D) Activation des 
gènes tel que mesuré par RT-QPCR suite à un traitement Dex+LIF 18h par rapport à un 
traitement par le véhicule seulement.  
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5.3. Les différentes chorégraphies du couple Stat3-GR 
 Une étude récente (312) a fait la comparaison du recrutement de GR en ChIP-seq 
dans 2 types cellulaires: les AtT-20 et des cellules de glandes mammaires (3134). Les 
auteurs ont également comparé les profils de recrutement de GR avec des expériences de 
DNaseI-seq avant et après un traitement avec la Dex. À l'instar de mes résultats, ils 
confirment que GR n'est pas recruté à l'ADN en absence de stimulation. Comme plusieurs 
expériences de profilage d'expression le suggéraient, le catalogue de site de recrutement de 
GR varie beaucoup d'un type cellulaire à l'autre; seulement 10% des sites GR dans les AtT-
20 sont également retrouvés dans les 3134. Cette différence entre les types cellulaires est 
due principalement à l'accessibilité des sites avant la stimulation Dex. En effet, environ 
95% des séquences recrutant GR étaient sensibles à la DNaseI avant la stimulation. Ce qui 
est paradoxal, mais qui appuit mes résultats: moins de la moitié de ces séquences 
préalablement ouvertes contiennent un GRE canonique, alors que les sites dont la 
chromatine semble ouverte par GR en contiennent pratiquement tous. Par contre, le 
mécanisme par lequel GR peut ouvrir la chromatine (agir à titre de facteur pionnier) est 
toujours incompris.  
 
 Dans une étude subséquente, le même groupe a comparé le profil de liaison de GR 
et de AP-1 (313). Alors que la grande majorité des sites de liaison de AP-1 sont 
indépendant de la stimulation Dex et surviennent dans des zones de chromatines sensibles à 
la DNase I, environ 50% des sites recrutant GR co-localisent avec AP-1. L'expression d'un 
dominant négatif de Fos (A-Fos) empêche la liaison de AP-1 à l'ADN et la résultante est 
une fermeture de la chromatine. Cette fermeture de la chromatine aux sites co-recrutant AP-
1 et GR, provoque la perte de liaison de GR. L'expression de A-Fos interfère avec 48% des 
gènes normalement régulés par la Dex dans ce type cellulaire, tant les gènes activés que 
réprimés. Si on se réfère aux articles ayant étudié des loci spécifiques, il semble que le co-
recrutement à l'ADN de AP-1 et GR (induisant une synergie) et le tethering de GR sur AP-
1 (provoquant une transrépression) soit très répandus à l'échelle du génome. Bien que ce 
groupe le suggèrent, ils n'ont pas démontré formellement qu'une partie des sites de 
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recrutement de GR passent par un recrutement protéine:protéine. Néanmoins, tel que 
démontré dans le chapitre 4 avec Stat3, le recrutement par tethering sur d'autres FT semble 
être un mécanisme privilégié par GR. Par recherche in silico (Figure 4.S1), j'ai identifié des 
motifs de liaison de FT qui sont enrichis sous les pics de Stat3 et/ou GR. La majorité des 
facteurs associés à ces motifs ont été associés à la transduction transcriptionnelle en 
réponse à des signaux. Certains semblent avoir une préférence pour les sites Stat3 (SP1), 
d'autres pour les sites GR (CREB et AP-1) alors que d'autres sont enrichis dans les deux 
catégories (Fox et bHLH). Le groupe de Gordon Hager a également retrouvé ce genre de 
motifs associés aux pics GR (AP-1, NF-κB, Fox, bHLH) (312).  
 
 La combinaison de réponses apportée par ces deux articles récents et le chapitre 4 
de cet ouvrage ouvre des pistes de solution, mais également d'autres questions. Tentons d'en 
extraire les généralités. Premièrement, GR lie majoritairement des sites chromatiniens 
préalablement accessibles. Cette accessibilité est orchestrée de façon cellule-spécifique par 
divers facteurs de transcription, tel que AP-1 dans le cas présent. D'autres exemples de 
facteurs pionniers permettant l'accessibilité pour les récepteurs nucléaires existent dans la 
littérature. Nous n'avons qu'a penser à FoxA1 pour ERα (314;315), à C/EBPα pour PPAPγ 
(316) et à PU.1 pour LXR (317). Dans les cellules corticotropes, nous pourrions penser à 
AP-1, à Fox, à des bHLH ou même à CREB comme facteurs pionniers de GR. Dans ce 
registre, le statut de Stat3 est moins clair. Lie-t-il majoritairement des sites accessibles? Les 
données actuelles ne nous permettent pas de l'affirmer. Par contre, le fait que Stat3 lie des 
milliers de sites sans avoir d'effet transcriptionnel et qu'il potentialise l'action des Gc me 
permet de spéculer qu'il pourrait agir à titre de pionnier dans certains cas. Une expérience 
de DNaseI-seq avant et après traitement LIF nous permettrait de répondre à cette question.  
 
 D'autre part, tous les sites de liaison de Stat3 étant inactifs, du moins en apparence, 
pourrait être impliqués dans la régulation de gènes n'étant pas inclus dans la version de 
micropuce à ADN que j'ai utilisée pour l'analyse du transcriptome. Ils pourraient aussi 
réguler l'expression de miRNA ou d'autres type d'ARNs. Une autre possibilité serait que 
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Stat3 soit capable de lier tous ces sites, mais que sa fonction activatrice soit réprimée. Suite 
à une stimulation IFNγ, Stat1 se lie au promoteur IRF8 pour l'activer. Il est également 
connu que l'expression d'IRF8 est inversement proportionnelle au niveau de méthylation de 
son promoteur. Subséquemment, il a été montré que même lorsque le promoteur IRF8 est 
méthylé, Stat1 y est recruté sans toutefois en provoquer l'induction (318). Les auteurs 
expliquent cette absence d'activation par l'état méthylé des îlots CpG qui permet le 
recrutement d'un complexe répresseur contenant PIAS1 (un inhibiteur reconnu de Stat1) et 
MBD1 (methyl-CpG binding domain protein 1). Le promoteur IRF8 devient activable par 
IFNγ suite à une ablation de MBD1 par un siRNA (318). Un mécanisme semblable pourrait 
être facilement envisageable afin de contrôler le signal potentiateur de LIF/Stat3 et donc 
réprimer des milliers de sites n'ayant pas à être actif dans un contexte donné.  
  
 Dans la même veine que l'interaction entre les voies LIF/IL6 et Gc, les autres sites 
Stat3 pourraient être la cible de tethering ou agir à titre de facteur pionnier pour d'autres 
voies de signalisation. Dans le contexte de la cellule corticotrope, il serait intéressant de 
juxtaposer le profil de liaison des facteurs Nur activés par une stimulation CRH à celui de 
Stat3 (LIF et LIF+CRH). Puisque Nur77 et Stat3 agissent en synergie au promoteur Pomc 
grâce à un site composite (NurRE-STAT) et que plusieurs récepteurs nucléaires sont 
capables de tethering, il y a fort à parier que les voies LIF et CRH coopèrent et 
s'influencent au niveau transcriptionnel.        
 
 Le recrutement de GR par tethering est un mécanisme général d'action, il en va de 
même pour Stat3. L'effet transcriptionnel de ce type de recrutement varie en fonction des 
FT; Stat3 transactive, alors que GR transréprime. Dans le but de mieux comprendre 
l'interrelation entre les voies LIF/IL6 et Gc dans les cellules corticotropes, il serait 
intéressant d'ajouter des expériences de ChIP-seq pour d'autres FT dans des conditions où 
les deux voies sont activées. Les FT étant également activés par la signalisation LIF 
seraient particulièrement intéressants: AP-1 (Jun/Fos), C/EBPβ et NF-κB. La prédiction 
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étant que GR module l'action de ces FT par tethering, puisqu'une petite proportion de sites 
de recrutement de GR ne contiennent ni de GRE ni de SBE.  
 
 Dans le cas de la transrépression par tethering de GR sur Stat3, nous avons tenté 
d'identifier un ou des cofacteurs responsables de cet effet. L'évaluation du recrutement des 
deux corépresseurs les mieux connus, NCoR et SMRT, ne nous indique pas de recrutement 
accru sur ces sites de tethering en condition Dex+LIF (Figure 4.S4F et G). Par ailleurs, il 
n'y a pas de diminution de recrutement du coactivateur p300 sur ces même sites (Figure 
4.S4H). Dans le but d'approfondir notre compréhension de l'effet transrépressif général de 
GR, il serait utile d'évaluer par ChIP-QPCR l'apparition de recrutement de certains autres 
corépresseurs notoires, comme par exemple HDAC2 essentiel à la transrépression de Pomc 
(153). L'action bivalente de SRC2 (GRIP1) est également à considérée, mais sera plus 
difficilement interprétable. Il faudra utiliser des mutants de SRC2 capables de 
transactivation ou de transrépression seulement. Le recrutement du complexe NuRD et des 
Dnmt pourrait également être examiné.      
 
 La combinaison du recrutement de Stat3 et GR directement à l'ADN, induit une 
synergie transcriptionnelle. Ce co-recrutement concomitant provoque également une 
synergie de liaison. Il reste toujours à déterminer si ces effets synergiques sont dus à une 
stabilisation du complexe transcriptionnel, à cause de l'interaction entre Stat3 et GR ou par 
l'action des cofacteurs comme CBP/p300, les deux n'étant pas mutuellement exclusifs. Il 
serait intéressant d'étudier le recrutement de Stat3 et de GR en réponse à une cinétique de 
stimulation par LIF et/ou Dex pour voir si la durée de leur présence est accrue et ainsi 
répondre à la première hypothèse. Pour tester la seconde, il serait envisageable d'évaluer la 
liaison de Stat3 et de GR suite à l'ablation de différents cofacteurs à l'aide de siRNA.  
 
 Les chapitres 3 et 4 nous montrent à quel point les cytokines pro-inflammatoires 
LIF/IL6 et les Gc s'influencent mutuellement, tant au niveau transcriptionnel primaire grâce 
l'action concertée de Stat3 et GR, mais également via l'activation de médiateurs secondaires 
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qui permettent l'activation d'un mécanisme inné de défense. Ces signaux autrefois 
considérés comme antagonistes, sont maintenant réconciliés et nous comprenons beaucoup 
mieux comment ils interagissent.  
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5.4. Conclusions générales 
 La cellule corticotrope hypophysaire constitue un rouage essentiel à la réponse de 
l'organisme face aux divers stress. Sa position centrale dans l'interface immuno-
neuroendocrine n'a d'égale que sa réactivité aux signaux afférents que sont les cytokines 
pro-inflammatoires LIF/IL6 et les Gc surrénaliens. Cette cellule constitue donc le modèle 
idéal pour étudier les interrelations entre ces voies de signalisation. Les travaux de 
génomique présentés dans cet ouvrage m'ont permis de découvrir un enhancer impliqué 
dans l'expression cortico-préférentielle de la Pomc. La forte activité de cette séquence 
régulatrice dépend du premier site de liaison pour un facteur à boîte T, en l'occurrence Tpit. 
Cet enhancer hautement histospécifique nous permettra de développer des outils permettant 
une étude ciblée des cellules corticotropes, mais surtout de mieux comprendre l'expression 
développementale et hormonale de la Pomc. À long terme, cet élément permettra peut-être 
d'expliquer certaines pathologies associées à des déficiences corticotropes partielles ou 
complètes. Pour approfondir l'étude de cet enhancer, il sera nécessaire d'en faire l'ablation 
complète dans un modèle de souris et d'en faire le séquençage systématique chez les 
patients IAD dont la condition n'est pas expliquée par une mutation dans le gène TPIT. 
 
 L'induction concomitante des voies de signalisation reliées à LIF/IL6 et Gc 
provoque l'activation des facteurs de transcription Stat3 et GR, respectivement. Dans le 
champ de bataille qu'est le génome, ils ne sont pas qu'ennemis; plus souvent qu'autrement 
ils collaborent. Cette thèse démontre que le tethering de GR sur Stat3 provoque la 
transrépression. Inversement, le tethering de Stat3 sur GR résulte en une synergie 
transcriptionnelle. Parallèlement, le co-recrutement de Stat3 et GR sur des sites contigus ou 
même composites induit de la synergie. L'aboutissement de ces actions synergiques entre 
les voies LIF/IL6 et Gc est l'induction d'une réponse innée de défense cellulaire par tous les 
types cellulaires. Au final, cette cellule corticotrope fut la pierre angulaire de la découverte 
d'une réponse innée de défense cellulaire et de mécanismes transcriptionnels pléiotropiques 
résultant d'une chorégraphie finement orchestrée par l'action commune Stat3 et GR. La 
compréhension de ces interrelations permettra de mieux déchiffrer les maladies 
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inflammatoires et métaboliques qui affligent nos sociétés modernes, en plus d'orienté le 
développement de nouvelles thérapies contre ces affections.  
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